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Avaliacdo da Atividade Larvicida da Microbiota Intestinal Cultivavel de Mosquitos Aedes spp.

Resumo

Mosquitos sdo grandes responsaveis por sérios problemas de satde publica no mundo e
transmissores de diversas arboviroses. Até 0 momento, ndo existem vacinas ou medicamentos
eficazes disponiveis contra essas arboviroses, dessa maneira, o controle vetorial ainda é a
principal estratégia de intervencéo para reduzir a disseminacéo dos principais arbovirus urbanos
transmitidos pelos mosquitos do género Aedes. No entanto, a eliminacdo dos mosquitos tornou-
se muito desafiadora no ambiente urbano moderno, onde a crescente ocorréncia de resisténcia
a inseticidas tornou o uso de tais compostos quimicos cada vez menos eficazes. Neste contexto,
o desenvolvimento de novos produtos € extremamente necessario. Recentemente, a microbiota
intestinal do mosquito provou ser um Otimo recurso utilizando bactérias com atividades
antivirais e entomopatogénicas. O objetivo deste trabalho foi identificar e analisar a atividade
larvicida de bactérias cultivaveis isoladas da microbiota intestinal de mosquitos Aedes aegypti
e Aedes albopictus coletados em Avaré e Botucatu/SP. As bactérias isoladas do intestino do
mosquito foram purificadas em meios seletivos e foram realizadas extracdes de DNA e a
identificacdo foi realizada a partir da amplificacdo e sequenciamento do fragmento do rDNA
16S. Posteriormente, avaliou-se a acdo larvicida das bactérias que foram identificadas e isoladas
sobre larvas do segundo estagio de Ae. aegypti (Rockefeller), em condicbes de laboratério. Os
bioensaios foram preparados com dez larvas, em triplicata, colocadas em placas de seis pocos,
contendo os pellets de cultura bacteriana resuspendida em 5ml de PBS 1X e o controle negativo
contendo 5ml de PBS 1X. As suspensdes bacterianas foram ajustadas para DOgoo= 1.0. Os
bioensaios foram mantidos no insetario a temperatura de 28°C, umidade relativa de 80 + 5% e
fotoperiodo de 12 horas. Os resultados do bioensaio larvicida foram registrados diariamente
apos a inoculacdo do meio bacteriano nos po¢os contendo as larvas por quatro dias. Foram
identificadas 26 diferentes espécies de bactérias de 10 géneros. Os géneros Bacillus (30,76%)
e Chryseobacterium (15,38%) apresentaram a maior porcentagem dos isolados obtidos. Nossas
analises revelaram que trés isolados bacterianos, Bacillus sp. (1C1-1), Chryseobacterium
cucumeris (27D12) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), apresentaram elevada
atividade na mortalidade nas larvas de Ae. aegypti (Rockfeller), sendo 70%, 80% e 90% |,
respectivamente apds 96 horas. Essas bactérias por apresentarem mais de 50% de mortalidade
em 96 horas foram utilizadas em bioensaios para estimar as doses letais (DLso) contra larvas de
segundo estagio de Ae. aegypti. Considerando as avaliagdes nos intervados de 24, 48, 72 e 96
horas, verificou-se que o isolado Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) obteve maior
toxicidade, para os quais foram obtidos os menores valores de DLsp nos quatro intervalos de
leitura. Nossos resultados demonstram que o0 uso dessas bactérias podem ser uma alternativa
viavel no controle dos vetores futuramente.

Palavras-chave: controle vetorial; Aedes; microbiota; bactérias; bionsaio larvicida.



Evaluation of Larvicidal Activity of Cultivable Intestinal Microbiota of Mosquitoes Aedes spp.
Abstract

Mosquitoes are largely responsible for serious public health problems in the world and
transmitters of several arboviruses. To date, there are no effective vaccines or drugs available
against these arboviruses, thus, the vector control is still the main intervention strategy to reduce
the spread of the main urban arboviruses transmitted by mosquitoes of the genus Aedes.
However, mosquito elimination has become very challenging in the modern urban
environment, where the increasing occurrence of resistance to insecticides has made the use of
such chemical compounds less and less effective. In this context, the development of new
products is extremely necessary. Recently, the mosquito’s intestinal microbiota proved to be a
great resource using bacteria with antiviral and entomopathogenic activities. The objective of
this work was to identify and analyze the larvicidal activity of cultivable bacteria isolated from
the intestinal microbiota of Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes collected in Avaré
and Botucatu/SP. The bacteria isolated from the mosquito’s intestine were purified in selective
media and DNA extractions were performed. and identification was carried out by amplifying
and sequencing the 16S rDNA fragment. Subsequently, the larvicidal action of the bacteria that
were identified and isolated on larvae of the second stage of Ae. aegypti (Rockefeller), under
laboratory conditions, placed in six-well plates, containing bacterial culture pellets resuspended
in 5ml of 1X PBS and the negative control containing 5ml of 1X PBS. The bacterial suspensions
were adjusted to ODsoo= 1.0. The bioassays were maintained in the insectarium at a temperature
of 28°C, a relative humidity of 80 + 5% and a photoperiod of 12 hours. The results of the
larvicidal bioassay were recorded daily after inoculation of the bacterial medium in the wells
containing the larvae for four days. 26 different species of bacteria from 10 genera were
identified. 26 different species of bacteria from 10 genera were identified. The genera Bacillus
(30.76%) and Chryseobacterium (15.38%) presented the highest percentage of the isolates
obtained. Our analyzes revealed that three bacterial isolates, Bacillus sp. (1C1-1),
Chryseobacterium cucumeris (27D12) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), showed
high activity in mortality in larvae of Ae. aegypti (Rockfeller), 70%, 80% and 90%,
respectively. These bacteria, for having more than 50% mortality in 96 hours, were used in
bioassays to estimate lethal concentrations (LDso) against second stage larvae of Ae. aegypti.
Considering the evaluations in the intervals of 24, 48, 72 and 96 hours, it was found that the
isolate Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) obtained greater toxicity, for which the
lowest LDsg values were obtained in the four reading intervals. Our results demonstrate that the
use of these bacteria may be a viable alternative to control vectors in the future.

Keywords: vector control; Aedes; microbiota; bacteria; larvicidal bioassay.
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1 Introdugéo

1.1 O mosquito Aedes aegypti

A ocorréncia do Aedes aegypti foi primeiramente descrita no Egito por Linnaeus, em
1762 (CHRISTOPHERS, 1960). N&o se sabe ao certo como a espécie chegou a América, mas
a principal teoria para sua disseminacdo preconiza sua vinda por embarcacOes de trafico de
escravos entre os séculos XVI e XIX, e consequentemente avancaram por todo territorio
explorado (BENNETT et al., 2016). Esse mosquito é encontrado nas regides dos tropicos e
subtrépicos e em praticamente todo o continente americano, assim como no Sudeste da Asia e
em toda a india (KRAMER et al., 2015).

Desde o século XX, o combate ao Ae. aegypti foi intensificado no Brasil, considerando
como principal objetivo erradicar os casos de febre amarela urbana, que havia levado milhares
de pessoas a Gbito nesse periodo. O controle vetorial tinha como objetivo a eliminagdo mecéanica
de criadouros, mesmo que improvavel a eliminacdo do vetor, tratavam-se os criadouros por
meio de larvicidas e outros tipos de inseticidas também eram aplicados (COSTA et al., 2010).

Nos anos de 1958 e 1973, 0 Ae. aegypti foi erradicado do pais (SOPER, 1965; NOBRE,
ANTEZANA, TAUIL, 1994). Porém, sua eliminagdo n&o recobriu a totalidade do continente
americano e o vetor permaneceu em areas como Venezuela, sul dos Estados Unidos, Guianas e
Suriname, além de toda a extensdo insular que engloba Caribe e Cuba (FIOCRUZ, 2016).

Desta forma, em 1976, vieram 0s primeiros registros da reintroducéo do vetor no Brasil,
acarretada por falhas na vigilancia epidemioldgica, pelo crescimento populacional acelerado e
grande fluxo de pessoas vindas de outros paises (TAUIL, 2001; MACIEL, JUNIOR,
MARTELLI, 2008), além da grande resisténcia dos ovos do mosquito e pelo relaxamento das
medidas de controle apos a erradicacdo do Ae. aegypti. Desde 1976, o Ae. aegypti se encontra
atualmente em todos os estados do Brasil e até hoje ndo se conseguiu erradica-lo novamente
(FIOCRUZ,2016).

O mosquito Ae. aegypti € principal vetor responsavel pela transmissdo de diversas
arboviroses (doencas virais transmitidas por artropodes) de grande importancia para saude
publica, como dengue, Zika, febre amarela urbana, chikungunya, febre do mayaro, entre outras.

Este inseto pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae,
subfamilia Culicinae, género Aedes e subgénero Stegomyia (SILVA; SILVA, 1999). Esse vetor
sofreu diversas adaptacGes que o permitiram se estabilizar nos centros urbanos e, assim,

espalhar-se por diversos ambientes (DYE, 1992). A fémea do mosquito Ae. aegypti consegue
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fazer ingestbes multiplas de sangue durante um Unico ciclo gonadotrofico, sendo um vetor
eficiente, além de ampliar a sua capacidade de se infectar e de transmitir os virus (SCOTT et
al., 1993).

O mosquito Ae. aegypti, em sua fase adulta, tem o seu corpo dividido em cabeca, torax
e abddmen (Figura 1), sendo a divisdo mais evidente do que em sua fase larval. Na cabega ficam
situados seus olhos, antenas e palpos, que sdo os 6rgaos do sentido. No torax, ficam situados 0s
apéndices para locomocao, asas e patas. Seu abdémen, dividido em 10 segmentos, séo

caracteristicos para sua reproducéo e excrecao (RUEDA, 2008).

. Probézcide

. Pelpes

. Antencs

. Pata anterior
. Olhes

., Pata pesterion

Figura 1: Anatomia do mosquito Aedes aegypti adulto dividindo em cabeca, torax e abdémen.

Fonte: http://declhonoaedesaegypti.blogspot.com/p/mitos-e-verdades.html

Em relacdo ao género Aedes, diversos mosquitos possuem em seu corpo uma coloracéo
preta, com listras e manchas brancas (TAVEIRA et al., 2001). Particularmente, Ae. aegypti é

identificado através do dorso de seu torax ornamentado com escamas branco-prateadas,
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estabelecendo um desenho em forma de lira (MARCONDES, 2001) (Figura 2).

Aedes aegypti

Figura 2: Escamas dorsais do torax em formato de lira dos mosquitos Ae. aegypti.

Fonte: Planeta Invertebrados Brasil

O mosquito Ae. aegypti possui um desenvolvimento holometabolo, com o ciclo de vida
composto por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos (Figura 3). Os ovos do vetor sdo muito
resistentes e podem permanecer por até um ano em locais secos, sendo capazes de eclodir
rapidamente quando imersos em agua (MEBRAHTU et al.,1997).

As larvas sdo de vida aquética e possuem quatro estadios de desenvolvimento (L1, L2,
L3 e L4) que duram cerca de 7 a 10 dias em ambiente natural (FORATTINI, 2002).
Posteriormente, as larvas se transformam em pupa, que corresponde ao periodo mais curto do
ciclo do mosquito, com duracgéo de apenas dois dias. Nesta fase elas ndo se alimentam, porém
sua respiracdo e movimentacdo continuam ativas, e apés o periodo de dois dias, ocorre a
emersao do mosquito adulto (SILVA et al., 2018).
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Figura 3: Ciclo de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti.

Fonte: Ciclo de vida do mosquito-da-dengue (Ae. aegypti). Modificado de
https://www.tuasaude.com/ (Acesso em 13/08/19)

As larvas mesmo sendo aquaticas, precisam chegar até a superficie da agua, pois
necessitam do oxigénio do ar para respirar (Figura 4). Sua respira¢do acontece por meio de um
sifao (FUNASA, 2001). A fase aquatica € influenciada diretamente pela qualidade da agua dos
reservatorios (BESERRA, 2010). As larvas possuem fotofobia e s&o sensiveis a movimentos
bruscos na agua, deslocando-se rapidamente na dire¢do ao fundo do recipiente e geralmente
ficam perpendiculares ao nivel da dgua (CONSOLI e OLIVEIRA, 1998). As larvas sdao
divididas em cabeca, torax e abddmen. O abdémen da larva é composto por oito segmentos,
sendo que o Ultimo segmento apresenta quatro branquias lobuladas para regulagédo osmdtica e
um sifdo respiratério (FUNASA, 2011). A duracdo da fase larvaria assim como seu
desenvolvimento podem ser favorecidos por diversas substancias e passam por diversas
interferéncias, como por exemplo, luz, salinidade, temperatura, matéria organica, presenca de
micro-organismos, movimento da agua, entre outros (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994;
BESERRA, 2010).
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Figura 4: Larvas do mosquito Ae. aegypti.

Fonte: Paulo Whitaker/Reuters

O mosquito Ae. aegypti € um inseto que possui atributos como voos rapidos, escapes
durante o repasto sanguineo a qualquer movimento do hospedeiro e a alternancia entre
hospedeiros (NEVES, 2009). Ao final da metamorfose, um mosquito adulto e alado emerge ja
conseguindo instantaneamente voar e se reproduzir. Sdo insetos adultos de habitos diurnos,
possuem habitos alimentares diferentes de acordo com o sexo, sendo que somente a fémea se
alimenta com sangue, elemento fundamental para a producdo de ovos (CONSOLI E
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Neste sentido, somente a fémea adulta tem a capacidade
de transmitir os arbovirus para humanos atraves de sua picada durante a alimentacao sanguinea,

guando o mosquito e se alimenta do sangue de uma pessoa infectada (FIOCRUZ, 2016).
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1.2 O mosquito Aedes albopictus

O mosquito Aedes albopictus (Skuse) 1984, conhecido como “Tigre Asiatico”, pertence
ao grupo Scutellaris do subgénero Stegomyia (Figura 5). E considerada a segunda espécie de
Culicidae em importancia para o homem, sendo superado apenas pelo Ae. aegypti
(Linnaeus)1762 (KNUDSEN, 1995).

Considerado como vetor secundario do virus do dengue, o0 mosquito Ae. albopictus,
apresenta caracteristicas morfoldgicas similares e a mesma competéncia do Ae. aegypti para se
proliferar, assim sendo a causa de preocupacdo em paises do continente asiatico, onde €
responsavel por alguns surtos da doenca (FIOCRUZ, 2008).

Ae. albopictus possui habitos diurnos, sendo nos periodos matutino e vespertino, o seu
pico de atividade hematofagica (FORATTINI, 2002). A espécie tem uma capacidade ecoldgica
com alta amplitude, sendo considerada como silvestre, eclética e oportunista em relagdo ao seu
habito hematofagico (BORGES, 2001). Dificilmente entra nas casas, ndo apresentando
antropofilia acentuada como ocorre com Ae. aegypti (TAUIL, 2001; GOMES et al., 2005).

Figura 5: Aedes albopictus.

Fonte: Veja Saude

Por ser um mosquito de espécie invasora, Ae. albopictus tem elevada capacidade de

dispersdo e adaptacdo, sendo assim habil para atingir diversos locais. Possui o habito de
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alimentar de sangue dos mamiferos, além de estudos nas Ameéricas revelarem que a espécie
pode também atuar como vetor da febre amarela e dengue (SHROYER, 1986; ALI & NAYAR,
1997; BORGES, 2001; FORATTINI, 2002; GRATZ, 2004; ALENCAR et al., 2008). Sua
capacidade vetorial esta sendo bastante estudada devido ao seu habitat silvestre, o qual pode
determinar um elo entre o ciclo de arbovirus em mamiferos e no homem (ALENCAR et al.,
2008; BARRETO & TEIXEIRA, 2008).

O mosquito ocupou todos 0s cinco continentes nas Ultimas quatro décadas sendo
apontado como a espécie de mosquito mais invasora do mundo (ISSG, 2020). A espécie se
espalhou de sua area nativa no sudeste da Asia para todos 0s outros continentes América,
Europa, Africa, Austrélia e vérias ilhas do Pacifico. Assim como as outras espécies invasoras
do género Aedes, os ovos de Ae . albopictus sdo diretamente espalhados nos continentes por
meio do comércio internacional de pneus usados e plantas ornamentais (ERITJA et al., 2017).

O primeiro registro de Ae. albopictus no Brasil ocorreu em 1986 no Estado do Rio de
Janeiro (FORATTINI, 1994). No mesmo ano, a espécie também foi identificada nos estados de
Minas Gerais e Séo Paulo e, no ano seguinte, no Espirito Santo (CONSOLI & LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994). Desse modo, Ae. albopictus ja se encontrava instalado em todos os
Estados da regido Sudeste.

O mosquito Aedes albopictus atualmente € considerado como vetor de dengue,
chikungunya e zika virus, e é capaz de transmitir em torno de 22 arboviroses diferentes
(GRAZT, 2004), além disso possui um papel fundamental na transmissdo de virus por
artropodes, ao qual futuramente devera ser ampliado, devido a sua competénciade habitar
regides temperadas (KRAEMER et al., 2015). Além disso, Ae. albopictus obteve um relevante
papel epidemioldgico por sua oviposicdo ocorrer em pneus, favorecendo assim sua
disseminacdo (MOORE & MITCHELL, 1997; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2003;
MACIEL-DE-FREITAS et al., 2006).

1.3 Arboviroses: Dengue, Zika, Chikungunya

O termo arbovirose originou da expressdo inglesa “ARtropod BOrne VIRUSES”, em
1942 para denominar um grupo de infec¢des virais, 0s quais seus vetores foram isolados de
animais que causavam encefalites (FORATINI, 2002).

As arboviroses sdo doencas virais transmitidas ao homem através da picada de
artropodos vetores. Logo, os arbovirus (Arthropod-borne virus) sdo assim identificados por

apresentarem ciclo de replicacdo nos artrépodes hematofagos e por serem transmitidos destes
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para 0s humanos através de sua picada (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Em 1967, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ampliou a definigdo de arbovirus, assinalando também
a importancia da transmissdo transovariana e venérea desses agentes. Virus de diferentes
familias sdo incluidos nesse grupo, como Asfarviridae, Bunyaviridae, Flaviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Togaviridae (WEAVER, 1997; MURPHY, 1999).

Existem mais de 545 espécies de arbovirus, sendo que mais de 150 estdo associadas
com doengas em seres humanos. Esses arbovirus sao mantidos em ciclo de transmissdo entre
artropodes (vetores) e vertebrados, ambos responsaveis pela manutencédo do ciclo (CLETON et
al., 2012; GLUBER, 2001).

Segundo Rust (2012), as arboviroses apresentam elevados riscos em regides tropicais
devido as rapidas mudancas climaticas, desmatamentos, migracdo populacional, ocupacédo
desordenada de areas urbanas, precariedade das condicGes sanitarias, as quais contribuem para
Seu acréscimo e transmissao.

As arboviroses sdo consideradas um grande problema de satde publica no mundo,
principalmente pela sua capacidade de dispersao, de adaptacao a novos ambientes e hospedeiros
(vertebrados e invertebrados), além da alta probabilidade de causar epidemias extensas, pela
susceptibilidade universal e pela ocorréncia de grande nimero de casos graves, com fatores
neurolégico, articular e hemorragico. O enfrentamento de arboviroses emergentes requer
politicas, além de diferentes formas de intervenc@es, visando o enfrentamento das multiplas e
singulares situacdes de saude, incluindo diversas areas da sociedade (DONALISIO; FREITAS;
VON ZUBEN, 2017).

No Brasil, dentre as arbovirus que apresentam maior circulacdo atualmente estao o virus
dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) (BRASIL, 2015). Em geral, os
arbovirus pertencem aos géneros Alphavirus, familia Togaviridae (CHIKV) e Flavivirus,
familia Flaviviridae (DENV e ZIKV), contudo alguns membros das familias Bunyaviridae,
Reoviridae e Rhabdoviridae também possuem relevancia quanto a satde humana (WEAVER;
REISEN, 2010). A co-circulagdo dos virus DENV, CHIKV e ZIKV tem complicado o
diagndstico clinico- epidemioldgico das arboviroses devido as semelhancas de manifestacdes
sintométicas destas doencas, além do seu efeito ser pouco conhecido (DONALISIO; FREITAS;
VON ZUBEN, 2017).

O virus da dengue circulou nas Americas desde o século passado até as primeiras
décadas do século XX, quando entédo foi erradicado, retornando e tendo casos dos sorotipos 2
e 3 novamente registrados nos anos 60, estando relacionada a novos casos epidémico de dengue
classica (DONALISIO, 1995).
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A dengue é identificada por uma infeccdo aguda, em sua maioria assintomatica,
apresentando quadros de manifestacbes hemorragicas com ou sem choque, sendo causados por
um dos quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (MARCONDES, 2009).
Um novo sorotipo (DENV-5) foi encontrado em um surto ocasionado na Asia em 2007, sendo
este sorotipo filogeneticamente distinto dos demais (NORMILE, 2013). Pesquisas mostram que
anualmente acontecem cerca de 390 milhGes de infec¢des por dengue (BHATT et al., 2013),
que acometem 3.9 milhdes de pessoas mundialmente, que estdo distribuidas em 128 paises ,
encontram-se em risco de se infectarem com o virus (BRADY et al., 2012).

A infecgdo pelo virus da dengue no ser humano pode se manifestar de diversas formas
com diferentes niveis de gravidade de acordo com o seu risco e manejo. Estes niveis de
gravidade sdo diferentes e podem ser classificados como: Dengue inaparente, Dengue
autogerida, Dengue ndo grave, Dengue grave, Dengue fatal (WHO, 2018).

Ha muitos anos, DENV é o arbovirus de maior relevancia no Brasil. Um possivel surto
da doenca no estado do Rio de Janeiro, foi registrado em 1846, causando febre, mialgia e
artralgia. No século XX, ha evidéncias que outros surtos ocorreram no Nordeste, sudeste e sul
do Brasil. Em 1917, houve surtos em Curitiba, Estado do Parana e em localidades do Estado do
Rio Grande do Sul. Em 1922 e 1923, um novo grande surto ocorreu no Rio de Janeiro e nas
cidades vizinhas (FIGUEIREDO, 2000). No inicio da década de 80, o sorotipo DENV foi
reintroduzido no Brasil e, desde entdo, importantes surtos de DENV-1, DENV-2 e DENV-3
tém ocorrido (MONDINI et al., 2007).

Em 2020, até a SE 46 (29/12/2019 a 14/11/2020), foram registrados 931.303 casos
provaveis de dengue no pais com taxa de incidéncia de 462,1 casos por 100 mil habitantes.
Durante o0 ano de 2020 até a SE 11, a distribuicdo dos casos provaveis de dengue no Brasil por
semanas epidemiolégicas no inicio dos sintomas demonstra que, a curva epidémica dos casos
provaveis ultrapassa o numero de casos do mesmo periodo para o ano de 2019. Entretanto, a
partir da SE 12, verifica-se uma diminuicdo dos casos provaveis em relacdo ao ano de 2019
(Figura 6). Essa diminuicdo pode ser atribuida a mobilizacdo que as equipes de vigilancia
epidemioldgica estaduais estdo realizando diante do enfrentamento da emergéncia da pandemia
do coronavirus (COVID-19), ap6s a confirmagdo dos primeiros casos no Brasil em marco de
2020, originando um atraso ou subnotificacio para os casos das arboviroses (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).
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*Dados referentes a SE 45.

Figura 6: Curva epidémica dos casos provaveis de dengue, por semanas epidemioldgicas de inicio de
sintomas, Brasil, 2019 e 2020*

Fonte: Ministério da Salde

Houve um aumento substancial nas notificacGes de infeccdes por dengue em 2019 em
comparagdo com 2018. Em 2020, Franca e Italia relataram casos autdctones, sendo 12 casos
registrados na Franga e 10 na Italia. Na Europa continental, ha risco muito baixo de transmisséo,
pois as condi¢Bes ambientais ndo sdo favoraveis a atividade do vetor e a replicacdo do virus.
Porém, os paises como Brasil, Paraguai, México, Vietnd e Malasia, sdo 0s paises com mais
casos no mundo (Figura 7). Em 2020, a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
notificou 2.144.841 casos suspeitos e confirmados de dengue e 853 ¢bitos, na regido das
Américas (ECDC, 2020).
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Figura 7: Distribuicdo geogréafica dos casos de dengue relatados em todo o0 mundo, janeiro a
dezembro de 2020.

Fonte: ECDC

O virus Zika, um flavivirus (familia Flaviviridae) transmitido no Brasil pelo mosquito
Ae. aegypti, foi originalmente isolado de uma fémea de macaco Rhesus que estava febril na
Floresta Zika, localizada préximo de Entebbe na Uganda, em 20 de abril de 1947 (DICK et al.,
1952; KARABATSOS, 1985). Esse virus esta relacionado com outros flavivirus de relevancia
para a salde publica, incluindo o dengue (DENV), febre amarela (YFV, Yellow Fever virus) e
virus do Nilo Ocidental (WNV, West Nilus virus) (PIERSON; DIAMANTE, 2013; FAYE et
al., 2014).

O ZIKV causa tipicamente doenca aguda febril, acompanhada por discreta ocorréncia
de outros sintomas gerais, tais como cefaleia, conjuntivite ndo purulenta, exantema, artralgia,
mialgia, astenia, mal-estar, erupcdo cutanea maculo-papular, edema e dores articulares, por
vezes intensas. Pode se manifestar com sintomas leves ou nao especificos, equivalentes a outras
doencas virais prevalentes no Brasil, como a dengue, prejudicando as tentativas de realizar um
diagnostico preciso por razdes clinicas (ESTOFOLETE et al., 2016). No entanto, apesar da
aparente incapacidade da doenca, mais recentemente na Polinésia Francesa e no Brasil, quadros
mais severos, incluindo comprometimento do sistema nervoso central (Sindrome de Guillain-

Barré (GBS), mielite transversa e meningite), associados ao Zika tém sido comumente
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registrados, 0 que mostra quao pouco conhecida ainda é essa doenca (OEHLER et al., 2014;
CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; ZANLUCA et al., 2015).

Novas descobertas demonstraram que o ZIKV pode ser transmitido através de relacfes
sexuais (FOY et al., 2011; MUSSO et al., 2015), transfusdo sanguinea (BESNARD et al.,
2014; MUSSO et al., 2014), sendo ainda encontrado em outros fluidos corporais como urina e
saliva (MIZUNO et al., 2007; POLONI et al., 2010; TURMEL et al., 2016).

As mais graves manifestacdes em decorréncia de infeccdo por ZIKV sdo certamente as
maés-formacdes congénitas detectadas em bebés cujas mées contrairam a doenca durante
sua gestacdo. Inicialmente definida apenas como microcefalia, sabe-se hoje que ha outros tipos
de lesBes que o virus pode causar em fetos, tais quais altera¢cdes no nervo optico e calcificacdo
no cérebro. Desta forma atribui-se a tais mas-formacdes a nomenclatura de Sindrome Congénita
do Virus Zika (EICKMANN et al., 2016; FRANCA et al., 2016).

Com relacdo aos dados de zika, foram notificados 6.220 casos provaveis (taxa de
incidéncia 3,0 casos por 100 mil habitantes) no pais. A regido Nordeste apresentou a maior taxa
de incidéncia (7,8 casos/100 mil habitantes), seguida das regiGes Centro-Oeste (3,4 casos/100
mil habitantes) e Norte (2,0 casos/100 mil habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Outro arbovirus emergente é o CHIKV, pertencente a familia Togaviridae e ao género
Alphavirus originario da Africa, agente etioldgico da febre chikungunya, causador de uma
doenca febril aguda com poliartralgia, grave e incapacitante. Foi descoberto na Tanzénia em
1952 e inicialmente produziu epidemias esporadicas na Africa e na Asia (HALSTEAD, 2015),
tendo seu primeiro incidente registrado com sua introducdo no sudeste asiatico e na india,
ocasionando ciclos eventuais de transmissdo urbana que continua até hoje, onde nesse caso
0 Ae. aegypti é o principal vetor (NASCI, 2014).

Desde 2004, foi registrada sua disseminacdo pandémica. Ndo esta evidente qual o
principal vetor da febre Chikungunya no Brasil, porém estudos atuais demonstam que tanto as
populacdes brasileiras de Ae. aegypti quanto as de Ae. albopictus possuem alta competéncia
vetorial para transmitir esse virus, tornando-o uma grande ameaca para o pais (VEGA-RUA et
al., 2014).

Porém em 2005, o virus tornou-se capaz de mutacdo, evidenciando que ele pode ser
comprovadamente transmitido através do Ae. albopticus, um mosquito distribuido em todo o
mundo. Desde entdo, tem havido uma série de epidemias na Africa, no sudeste da Asia e nas
ilhas do Oceano Indico e da Europa (HALSTEAD, 2015).

No Brasil, em 2014, a febre chikungunya teve seu primeiro registro autdctone, na cidade

do Oiapogue, no Amapa. Atualmente, além desse estado, juntamente com os estados da Bahia
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e Pernambuco sdo os que mais tiveram casos no pais (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015;
TEIXEIRA et al., 2015).

Em 2020, até a SE 36 (29/12/2019 a 05/09/2020), foram notificados 69.702 casos
provaveis (taxa de incidéncia de 33,2 casos por 100 mil habitantes) no pais. As regides Nordeste
e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia, 84,3 casos/100 mil habitantes e 22,2
cas0s/100 mil habitantes, respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

1.4 Vacinas contra as arboviroses

N&o existem tratamentos especificos e ndo ha farmacos antivirais disponiveis contra as
arboviroses, principalmente quando falamos em dengue, Zika virus e febre chikungunya. Até o
momento ndo ha vacinas licenciadas contra o ZIKV e CHIKV, somente para DENV (GARG,
MEHMETOGLU-GURBUZ, & JOSHI, 2018; POWERS, 2018; POWERS, 2019).

Estdo sendo desenvolvidas trés vacinas para o virus da degue, com estagios mais
avancados em suas pesquisas. Sendo uma delas, produzida pela Sanofi-Aventis que esta
licenciada desde 2016, ao qual esta sendo utilizada em diversas regiGes do mundo, inclusise no
Brasil, na qual sua aquisi¢éo é feita somente em clinicas particulares. Uma esta sendo produzida
pela Takeda Pharmaceutical Company Limited e a outra, pela parceria entre o National
Institutes of Health (EUA) e o Instituto Butantan, estdo na fase Ill de ensaios clinicos
(PRECIOSO et al., 2015).

Em relacdo ao Zika virus, os pesquisadores estdo desenvolvendo uma vacina que
previna a transmissdo vertical do virus para o feto (DURHAM et al., 2018). Atualmente, ha
mais de 30 vacinas candidatas sendo desenvolvidas, porém 11 estdo na fase | do estudo clinico,
gue é a etapa em que sdo feitos os primeiros testes em seres humanos para avaliar a sua
seguranca (DIAMOND, LEDGERWOOD & PIERSON, 2018; DURHAM et al., 2018;
ESCOSTEGUY, 1999).

Ja para a febre Chikungunya, devido ao aumento global da doenga concomitante com o
elevado numero de doentes que desenvolveram sintomas cronicos, varios estudos estdo sendo
feitos para o desenvolvimento de uma vacina que consiga prevenir a doenga. A vacina candidata
estd com os estudos mais avancados na fase Il dos ensaios clinicos que avalia o seu efeito, em
um pequeno numero de individuos. Os resultados encontrados s&o promissores e ja ha
preparativos para a fase Il (avaliagdo do efeito da vacina em larga escala) (ESCOSTEGUY,
1999; POWERS, 2018; REISINGER et al., 2018).
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1.5 Controle vetorial

A eficécia do controle vetorial de mosquitos €é bastante desafiadora. Para o controle do
mosquito Ae. aegypti, por exemplo, novas tecnologias tém sido empregadas para o controle
desse vetor contra arboviroses.

O controle mecanico sugere a eliminacéo de criadouros onde ha oviposicao e focos do
mosquito. Esse mecanismo tenta impedir o desenvolvimento do ciclo do mosquito em médio
prazo, implementando armadilhas e retirando ou adequando locais com potencial de acimulo
de agua parada, os criadouros. Pode-se também diminuir diretamente a disseminacdo dos
adultos, utilizando telas em ralos, janelas, portas e outros meios de acesso aos domicilios
(ZARA et al., 2016).

Além do controle mecénico, inseticidas quimicos tém sido amplamente utilizados
(GOINDIN et al., 2017). Porém, o intenso uso desses inseticidas pode causar danos ao homem
e a0 meio ambiente, contaminando o solo, alimentos, agua, além de favorecer a selecdo de
insetos resistentes. No Brasil, as populacdes de Ae. aegypti ja apresentam fendtipos de
resisténcia aos principais inseticidas utilizados para o controle vetorial (MACORIS et al.,
2018).

Os inseticidas quimicos sdo amplamente utilizados no controle de vetores de doencas
com inicio na segunda guerra mundial. Desde 1943, ap6s a descoberta do inseticida DDT,
se obteve uma revolucdo nos métodos de controle de doengas. Houve diversos programas que
tentaram erradicar doencas e esses programas de controle se apoiaram amplamente na sua
aplicacdo em decorréncia da sua eficacia e pela disponibilidade em baixos custos (NICOLAS,
1986).

Diversos inseticidas também foram comercializados como os organofosforados,
carbamatos e os piretroides. Devido ao uso indiscriminado desses produtos, foram relatadas
que diversas espécies de insetos provocaramuma grande resisténcia (BROGDON;
MCALLISTER, 1998; WHO, 2008). Atualmente, o controle do mosquito vetor ainda é a
principal estratégia para se combater a transmissdo das arboviroses urbanas relacionadas ao Ae.
aegypti (ZARA et al., 2016). Porém, controlar somente mosquitos adultos néo é suficiente para
se obter a erradicacdo da doenca. Como resultado das diversas adaptacdes do vetor, torna-se
essencial o desenvolvimento de novos produtos que tenham baixa toxicidade para o ambiente
(VAN RIE et al., 1990).

O combate ao mosquito na fase adulta apresenta algumas dificuldades, como as

aplicacdes espaciais ineficazes dos inseticidas que podem interferir no desenvolvimento de
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resisténcia (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2018). Desse modo, uma das principais
estratégias para o controle desse vetor seria 0 uso de compostos com agdo letal sobre as larvas
(larvicidas) ou ovos (ovicidas) do mosquito (RAGAVENDRAN et al., 2017).

Devido ao uso continuo do larvicida temephos, as populacdes de Aedes aegypti no
Brasil ficaram resistentes a eles, ao longo dos anos, e por isso esta ocorrendo a sua substituicéo.
Os organofosforados (malationa, fenitrotiona e temefos) foram os primeiros a substituir os
organoclorados. Atualmente, como alternativa para substituicdo dos organofosforados, 0s
piretroides (cipermetrina e deltametrina) tém sido usados devido a sua alta eficiéncia contra
mosquitos adultos, sendo necessarias menores quantidades de produto ativo, por conta do
impacto ambiental, além de possuir um alto custo (BRAGA; VALLE, 2002; GUZMAN et al.,
2010). Outras substancias utilizadas, principalmente na America do Sul, sdo o piriproxifeno e
espinosade. Espinosade tem um favoravel perfil ecotoxicologico, ele atua tanto nos receptores
nicotinicos da acetilcolina assim como nos receptores do acido y-aminobutirico (GABA),
ocasionando uma excitagdo do sistema nervoso do inseto, que causa paralisia e morte
(THOMPSON et al., 1995; WATSON, 2001). Apesar de ser um neurotdxico, ele também tem
um alvo molecular distinto quando realcionado aos organofosforados e piretroides, pois estes
inseticidas, respectivamente, possuem como alvo a enzima acetilcolinesterase e o canal de sodio
voltado para a voltagem (HEMINGWAY et al., 2004).

Uma outra estratégia favoravel, é o mapeamento de risco. Essa técnica é desenvolvida
para avaliar e identificar areas de risco que tem aumentado a transmissdo das arboviroses,
utilizando estatisticas espaciais locais. Ao relacionar os dados espaciais com dados da vigilancia
entomoldgica (caracteristicas, presenca, indices de infestacdo, avaliacdo da eficicia dos
métodos de controle), da vigilancia epidemioldgica, da rede laboratorial e de saneamento, as
acOes especificas de controle vetorial sdo direcionadas para areas prioritarias (VAZQUEZ-
PROKOPEC, 2010; LACON et al., 2014).

Diversas estratégias genéticas estdo sendo desenvolvidas para o controle de vetores
(MASSONNET-BRUNEEL et al., 2013; YAKOB et al.,, 2008). Uma delas estd em
compreender como conter ou eliminar espécies de mosquitos por meio do desenvolvimento de
genes letais ou capazes de tornar os insetos estéreis. A outra, abrange a alteragdo ou substitui¢do
da populacdo, pela introducdo de um gene efetor para limitar ou bloquear a transmisséo da
doenca na populacio selvagem (ARAUJO et al., 2015; CARVALHO et al., 2014).

O controle bioldgico consiste na eliminagdo de pragas e doencas por meio de fatores
bioticos, tais como a predacéo, o parasitismo ou a competicao, que Ihes sdo tdxicos e/ou letais
(RODRIGUES, 1996; ALVES, 1998). A finalidade desse modo de controle € a diminuicdo da
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populagéo de um organismo hospedeiro, com 0 uso de inimigos naturais. Entretanto, 0 excesso
destes hospedeiros influencia a populagdo de inimigos naturais. Estas relagdes resultam em um
equilibrio dindmico, onde nenhuma das populacbes elimina a outra, causando efeitos
ecologicos indesejaveis (FONTES, 1992; FOWLER; DI ROMAGNANO, 1992).

Existem diversas alternativas para controle bioldgico vetorial disponiveis, entre as de
predadores estdo os peixes (SHULSE et al.,2013; HOY, 1985) e os invertebrados aquaticos,
que se alimentam das larvas e das pupas, além de patdgenos como bactérias, fungos e parasitas
que liberam toxinas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; CHAVASSE et al.,1997; BRAGA;
VALE, 2007).

Metsehnikoff em 1879, propbs o uso de entomopatogénicos no seu cléassico trabalho de
controle de pragas, onde usou o fungo Metarhizium anisopliae no controle de larvas do besouro
Anisopia austiaca (ALVES, 1998).

No controle biolégico podemos ressaltar a bactéria do género Bacillus thuringiensis,
essa espécie produz proteinas Cry, codificadas por um Unico gene, que formam cristais
protéicos com atividade inseticida, e sdo expressas apenas quando atingem o intestino médio
da larva (HABIB, 1989; GERMANI, 1993). Este controle das formas imaturas de mosquitos
vem sendo empregada pela toxicidade de cerca de 130 espécies de insetos das ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera bem como os vetores de doengas humana, como contra 0s
géneros Aedes, Culex, Anopheles (LERECLUS et al., 1993; BUCKER et al., 2007a). N&o se
tem relatos de prejuizos causados ao homem e ao meio ambiente gerados por esse tipo de
controle nos ultimos 60 anos de uso (ARANTES et al., 2002).

1.6 Utilizacdo de bactérias como potenciais estratégicos no controle vetorial

As bactérias sdo microrganismos procariotos, com estrutura simples, porém bastante
complexos do ponto de vista bioquimico e metabolico. Podem ser encontrados em inumeros
locais do planeta, podem ser considerados como cosmopolitas, auxiliando na reciclagem de
compostos organicos, sendo consideradas importantes na maioria dos ecossistemas naturais.
Elas podem ser classificadas em formas de cocos, bacilos, espirilos, vibribes, entre outros
(CARVALHO et al., 2008; MALAJOVICH, 2009).

A utilizacdo de micrdbios simbiontes para reduzir a competéncia vetorial dos mosquitos
aos patdgenos humanos e, desta forma, controlar a disseminacéo das doencgas transmitidas por
estes vetores € uma abordagem inovadora que vem ganhando forca nos altimos anos
(CIRIMOTICH et al., 2011b; WANG et al., 2012; BANDO et al., 2013).
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Nos insetos, hd uma enorme variedade de col6nias bacterianas (DILLON; DILLON,
2004) que sdo responsaveis por ajudar na nutricdo, desenvolvimento e reproducdo, além de
promover protecdo contra patdégenos, modular respostas imunes e a comunicagdo com outros
insetos (MINARD et al., 2013; ENGEL; MORAN, 2013; COON et al., 2014).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos sobre as relagdes simbiéticas entre insetos e
bactérias intestinais para tentar esclarecer os mecanismos relacionados as relagfes de
associacdo entre estes individuos. O intestino dos insetos possui uma grande abundancia de
organismos simbiontes, provavelmente por ser um ambiente rico em nutrientes, além de possuir
diferentes estruturas e fungbes. Também propicia a ocupacdo e colonizagdo de diversos grupos
de microrganismos, em diferentes estruturas e fun¢des (RANI et al., 2009).

Inicialmente, foram utilizados diversos produtos toxicos (inseticidas) para o controle de
vetores. Por causa disso, 0s mosquitos desenvolveram resisténcia a esses produtos quimicos, o
que torna cada vez mais dificil o combate desses insetos. Assim, o controle bioldgico
demonstrou uma possibilidade promissora, utilizando nematoides, bactérias, fungos e até
mesmo extratos de plantas para a controle de vetores.

Diversas  bactérias  apresentam  propriedades  entomopatogénicas,  esses
microorganismos entram no corpo dos insetos junto com o alimento, resistem as respostas
imunes do hospedeiro e passam a produzir metabolitos que comprometem o funcionamento
fisiologico dos mosquitos, podendo levar a morte dos mesmos (VILCINSKAS, 2010). Essas
podem oferecer possibilidades possiveis para producdo de bioinseticidas e sua utilizacdo em
programas de controle bioldgico. A eficacia desses bioinseticidas foi apresentada através da
atuacdo direta sobre os insetos-praga das plantacdes, que ndo prejudicavam 0s insetos
polinizadores e podiam ser utilizados juntamente com outros inseticidas e técnicas de manejo
ambiental, sendo uma forma eficaz de controle bioldgico, sem desenvolver risco ao homem
(COPPING; MENN, 2000).

Bacillus thuringiensis var. israelensis, uma bactéria gram positiva, formadora de
esporos, eentomopatogénica, comumente utilizada no controle de mosquitos (KOVENDAN et
al., 2011), produz corpos de inclusdes denominados cristais, como a proteina Cry. Esta proteina
é capaz de penetrar a matriz peritrofica de mosquitos do género Aedes, levando a morte do
inseto (LACEY et al., 2001; DE MAAGD et al., 2003; CIRIMOTICH et al., 2011; GLARE et
al., 2012). Bacillus thuringiensis var. israelensis ganhou importancia como um método
alternativo para controle de vetores devido a sua resisténcia a inseticidas em insetos vetores , e
essa resisténcia foi atribuida ao uso de inseticidas quimicos em muitas partes do mundo
(BOYCE et al., 2013).
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A grande variedade de bactérias entomopatogénicas com atividade inseticida s&o
representadas pelos componentes da familia Bacillaceae, principalmente por B. thuringiensis e
Brevibacillus laterosporus Laubach, que pertencem a classe Gammaproteobacteria 0s quais
compdem os entomopatdgenos simbiontes de nematdides Photorhabdus spp. e Xenorhabdus
spp. Novas espécies de Betaproteobacteria apresentam caracteristicas com largo espectro
inseticida. Este grupo inclui cepas especificas de Burkholderia spp. e Chromobacterium ssp.
Enfim, algumas espécies de Actinobacteria possuem interesse cientifico e comercial elevado
devido sua alta producéo de metabdlitos que capazes de agir como potentes inseticidas, como
exemplo pode-se citar varias espécies de Streptomyces e de Saccharopolyspora. Como
resultado das atividades de triagens industriais e académicas continuas, a descoberta de novas
espécies de bactérias e metabdlitos inseticidas serdo de grande utilidade no futuro (LACEY et
al., 2001; GLARE et al., 2012).

Em trabalhos anteriores, foi descoberto que a bactéria Chromobacterium sp. Panama
(Csp_P), que é uma bactéria isolada a partir dos intestinos médio do mosquito Ae. aegypti
(RAMIREZ et al., 2012), tem uma atividade larvicida contra Anopheles gambiae e Ae. aegypti
(RAMIREZ et al., 2014) (Figura 8). Outras espécies de Chromobacterium também apresentam
propriedades inseticidas, incluindo Chromobacterium vaccinii, que provoca uma mortalidade
nas larvas de Ae. aegypti e tragas de diamante (MARTIN; SOBY, 2016) e Chromobacterium
subtsugae que induz a mortalidade em multiplas espécies de insetos, mas ndo contra larvas de
Culex pipiens, além de ser principal ingrediente do biopesticida Grandevo® (Marrone
Biolnnovations) (MARTIN et al., 2007). A espécie mais estudada ¢ a Chromobacterium
violaceum, pois essa bactéria produz diversos metabdlitos que possuem aplica¢fes medicinais
e industriais, incluindo violacina, a qual tem atividades antimicrobiana e antiparasitaria, além
do cianeto de hidrogénio (HCN), que pode ser usado para biolixiviacdo de ouro de lixo
eletronico e minério (LIU et al., 2016; BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003; LOPES et al., 2009; SHIN et al., 2013).

Mais recentemente, Short et al. (2018), descobriram que a atividade larvicida € mantida
apos a remocao da bactéria Chromobacterium sp. (Csp_P) da &gua que as larvas se reproduzem,
indicando que as bactérias produzem fatores que podem atuar independentemente de as
bacterias estarem vivas. Esta atividade é derivada principalmente da bactéria Chromobacterium
sp. (C.sp_P) e ndo das carcagas das larvas. Os resultados do trabalho indicaram que a
mortalidade larval é pelo menos em parte resultado do acimulo de cianeto de hidrogénio (HCN)
na &gua que as larvas se reproduzem, eventualmente atingindo niveis ambientais que sdo

toxicos para as larvas e gradualmente evaporando com o tempo. Os resultados do estudo
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mostraram que o cianeto de hidrogénio (HCN) é a Unica fonte de atividade larvicida

produzido por Chromobacterium sp. (C.sp_P), porém outros fatores podem também estar

Figura 8: Os efeitos de Csp_P na mortalidade larval também foram testados, colocando larvas
de An. gambiae (G) e larvas de Ae. aegypti (H) de 2 a 4 dias de idade em &gua contendo Csp_P.
Os efeitos de Csp_P na mortalidade larval também foram testados, colocando larvas de An.
gambiae (G) e larvas de Ae. aegypti (H) de 2 a 4 dias de idade em agua contendo Csp_P.

Fonte: Ramirez et al., 2014

O estudo das interagBes entre mosquito-microbioma e a investigacdo continua de
bactérias associadas a mosquitos, tem elevado o interesse e o potencial de produzir novos

agentes para controle bioldgico.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida das bactérias intestinais dos mosquitos Ae. aegypti e Ae.

albopictus coletados nas cidades de Avaré e Botucatu/SP.

2.2 Objetivos especificos

Isolar bactérias intestinais cultivaveis de mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus

coletados nas cidades de Avaré e Botucatu/SP;
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Identificar as bactérias intestinais cultivaveis pelo metodo de coloragdo Gram e por meio
do sequenciamento do gene 16S rRNA,

Testar o efeito larvicida das bactérias intestinais identificadas contra larvas de segundo
estagio de Ae. aegypti cepa Rockfeller.

Determinar a dose letal (DLso) de cada tratamento bacteriano com efeito larvicida por
meio de bioensaios, em larvas de segundo estagio de Ae. aegypti cepa Rockefeller.

3 Materiais e Métodos

3.1 Local, Coleta e Manutencéo de mosquitos adultos de campo de Avaré e Botucatu/SP

Dezesseis mosquitos adultos de campo Ae. aegypti e Ae. albopictus foram coletados em
Avaré (Latitude: 23° 6' 16" Sul, Longitude: 48° 56' 23" Oeste) e Botucatu (Latitude: 22° 53' 25"
Sul, Longitude: 48° 27' 19" Oeste), que ficam localizados na regido centro sul do estado de Séo
Paulo em 2014 (Figura 9), pela Dra.Leticia Tsieme Gushi, com auxilio da SUCEN -
Superinténdencia de Controle de Endemias, 6rgdo do governo responsavel pelo controle de
endemias no estado de Sao Paulo, juntamente com a Secretaria da Saude de Botucatu (Figura
10).

Botucatu

Lat: 23°6'16" S, Long: 48°56'23" O Lat:22° 53' 25" S,Long: 48°27'19" O

Figura 9: Localizacdo dos locais de coleta, Municipios de Avaré e Botucatu no

Estado de Sdo Paulo.

Fonte: Wikipedia
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A regido do entorno de Botucatu foi escolhida, pois nesta area sdo reportados mosquitos
de populacdo relevante pela SUCEN - Superinténdencia de Controle de Endemias, através do
indice de Breteau (IB). Pontos estratégicos foram escolhidos, de acordo com as Normas e
Diretrizes Técnicas para Vigilancia e Controle do Ae. aegypti no estado de Séo Paulo, ou seja,
propriedades que oferecam grande quantidade de contéiners capazes de se tornar criadouros
artificiais. Nestes pontos, 0 SUCEN frequentemente reporta a presenca de Ae. aegypti, assim
qguando encontrado mosquito adulto, um sugador a vacuo manual foi utilizado para coletar os
insetos e colocé-los dentro de potes plasticos de 380 mL, com a abertura na tampa,
posteriormente foram levados vivos para o insetario do laboratério Vectomics do Instituto de
Biotecnologia da UNESP (IBTEC/UNESP) (Figura 10), onde foram colocados em gaiolas
higienizadas com agua sanitaria e alcool 70% e mantidos em condicBes padrbes de insetario a
28°C, umidade relativa de 85+5%, fotoperiodo de 12h e providos com solucdo estéril de
sacarose 10% (m/v), até 0 momento da disseccdo dos intestinos.

Figura 10: Agentes de saude da SUCEN coletando mosquitos manualmente.

Fonte: Acervo Vectomics
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3.2 Criagao de mosquitos da linhagem Rockfeller

Os adultos do mosquito Ae. aegypti (Linhagem Rockfeller) foram criados no insetario
do laboréatorio Vectomics (UNESP/BOTUCATU).

Para a criacdo, mosquitos machos e fémeas sao mantidos em gaiolas higienizadas com
agua sanitaria e alcool 70% e em condicbes padrdes de insetario a 28°C, umidade relativa de
85+5%, fotoperiodo de 12h e providos com solucéo estéril de sacarose 10% (m/v) (Figura 11
A).

Apo6s o acasalamento dos mosquitos, as fémeas adultas receberam alimentacdo
sanguinea, por meio de um sistema com alimentador artificial com sangue de carneiro
desfibrinado (Newprov) para maturacdo dos ovos e ovoposi¢édo (Figura 11 B). Apos o repasto
sanguineo, foram colocados recipientes (copo plastico de 100 ml) na gaiola contendo agua e
uma tira de papel filtro em sua parede interna para a desova. Em seguida, os papéis filtros foram
colocados para eclosdo em bacias esmaltadas contendo 500 ml de &gua. Apoés a eclosdo, as
larvas receberam alimento, sendo este distribuido nas bacias com agua (Figura 11 C). O
alimento constistuiu na mistura de 50 gramas de racédo de peixe (Tetramin) com 10 ml de agua.
Duas vezes na semana eram realizadas a limpezas dos recipientes nos quais as larvas eram
mantidas, com remoc¢do de 1/3 da agua, para evitar a formacdo de pelicula na superficie,
resultado da proliferacdo de micrroorganismos. Ao atingir o 2° estadio, as larvas foram
selecionadas para 0s bioensaios, sendo as demais deixadas nas bacias esmaltadas até atingirem
0 estagio de pupa, sendo entdo transferidas para gaiolas, teladas, para emergéncia dos alados
(Figura 11 D).
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Figura 11: A: Manutencdo de mosquitos no insetario. B: Alimentacdo sanguinea das fémeas adultas. C:
Larvas em bacias com agua. D: Gaiolas teladas com mosquitos.

Fonte: Acervo autor

3.3 Dissecc¢ao dos intestinos-médios de mosquito adulto

A disseccdo dos mosquitos para a obtencdo do intestino-médio, independentemente da
finalidade do experimento, é conduzida através de um protocolo padrdo (COLEMAN et al.,
2007). Antes da disseccdo, todo o material utilizado foi autoclavado e ficou por ~20 min
exposto a luz U.V. Foram dissecados dezesseis intestinos de mosquitos de campo e sete
intestinos de mosquitos de laboratorio. Brevemente, 0s mosquitos sdo mergulhados por 1 min
em etanol 70% (v/v) para assepsia da sua superficie externa e enxaguados duas vezes com
tampdo fosfato-salino estéril PBS 1X por 2 min. Em seguida, os intestinos sdo coletados em
PBS 1X com o auxilio de um microscopio estereoscopico Stemi DV4 (Carls Zeiss) (Figura 12).
Neste caso, a homogeneizacdo dos intestinos foi realizada com o auxilio de um pistilo e
individualmente. Posteriormente, os intestinos-médios foram transferidos para microtubos de
polipropileno (1 intestino por tubo) com 500 pl de PBS e homogeneizados por 30 segundos
com o auxilio de um pistilo. Os tubos foram armazenados a -20°C e preservados para posterior
plagueamento dos mesmos.
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Figura 12: Disseccdo do Ovarios, tubulos de Malphighi e intestinos médio e posterior do
mosquito Ae. aegypti. A seta branca indica o intestino médio do mosquito.

Fonte: Acervo Vectomics

3.4 Cultivo e Isolamento bacteriano

Em todos os isolamentos bacterianos foram realizados em placa de Petri de 9 cm de
diametro (90mmx15mm) com os seguintes meios de cultivo para bactéria: Agar Infusio
Cérebro Coracdo (BHI), Agar Sangue de carneiro (AS) (Tripcase Soja + 5% de sangue de
carneiro) e Luria bertani (LB), todos da fabricante KASVI. Para impedir o crescimento de
fungos, nestes meios de cultivo foram adicionados Anfotericina B a 2,5 pg/mL fluconazol. Os
meios de cultivo foram preparados de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. Todos 0s
meios de cultivo, bem como todos os materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a
temperatura de 127°C por 15 min. As bactérias cultivaveis isoladas foram semeadas colocando
10ul de solugdo homogeneizada (500l PBS 1X + 1 intestino médio) nos meios de cultura
citados acima e mantidas em uma incubadora (Shel Lab) a 28°C durante 72 horas. Em seguida,
as coldnias puras e mais representativas foram colhidas e isoladas com o auxilio de uma alga
de platina, por meio da técnica do esgotamento por estrias cruzadas, assim foram obtidas
coldnias puras cultivadas nas mesmas condi¢des mencionadas acima (Figura 13). Coldnias
isoladas foram selecionadas e cultivadas em caldo BHI sem Anfotericina mantido por 200 rpm

a 28°C entre 24 e 72h. Para o0 estoque das amostras foram confeccionadas aliquotas de 1ml com
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150ul de glicerol estéril e mantidas a -80°.

e Agar Sangue.

Fonte: Acervo autor

Figura 13: Isolamento bacteriano por esgotamento de estrias cruzadas em Agar BHI, Agar LB
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3.5 Identificacdo bacteriana pelo método Gram

Inicialmente, os isolados bacterianos foram submetidos ao método de coloracdo de
Gram, conforme descrito no Anexo 1. O método de coloracdo de Gram é uma etapa
fundamental na caracterizacdo e classificacao inicial das bactérias, pois essa técnica é utilizada
para corar bactérias com base na composi¢do quimica e integridade da sua parede celular
(GRAM, 1884). As bactérias coram-se de roxo ou de rosa e respectivamente sdo classificadas
como Gram-positivas ou Gram-negativas. Uma gota de 4gua deionizada (10 pL), foi colocada
sobre uma lamina de vidro e com auxilio de uma alca bacterioldgica foi retirada uma col6nia
bacteriana de culturas crescidas em placa de Petri e, em seguida, cada colonia foi friccionada
para homogeneizacdo sobre uma lamina com agua. Posteriormente, a amostra foi passada em
chama 3 vezes até a fixacao. Cobriu-se entdo a lamina com cristal violeta por 1 minuto e lavou-
se imediatamente em &gua corrente. Em seguida, cobre-se a lamina com lugol por 2 minutos,
lavou-se novamente com agua corrente, assim, a ldmina descorou-se rapidamente com alcool-
acetona (1:1); novamente, lavou-se a lamina; cobriu-se a lamina com safranina por 30 segundos
e, por ultimo, lavou-se a lamina com agua, secou-a e avaliou-se no microscopio optico (YANO
etal., 1991). A coloracdo de Gram abrange um conjunto de metodologias antes de se chegar a
etapa final de leitura da lamina preparada: envolve a confeccdo do esfregaco, sua fixacdo e
posteriormente passa pela coloracdo. Nesta etapa, o corante Cristal Violeta adsorve-se nas
células, forma um complexo com o iodo (Lugol) e apds a etapa diferencial, com alcool-acetona,
as células sdo coradas com Fucsina de Gram (FREITAS; PICOLI, 2007).
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3.6 Caracterizacado molecular

3.6.1 Extragdo do DNA gendmico de bactérias

O DNA gendbmico das bactérias foi extraido conforme protocolo padréo.
Resumidamente, cada uma das bactérias foi inoculada em 5ml de caldo BHI e cultivada sob
agitacdo durante a noite. No dia seguinte, 20 microlitros de cultura bacteriana foram coletadas
e plagueadas em Placa de Petri contendo &gar BHI e deixada na estufa por 24 horas para o
crescimento das col6nias bacterianas.

Posteriormente cada uma das colbnias foram inoculadas em microtubos de 1,5 ml.
Coloca-se 200 microlitros de agua autoclavada em cada um dos eppendorfs e inocula uma alca
contendo a coldnia. A mistura foi homogeneizada. E posteriormente foi aquecida a 95°C por
10 minutos e logo em seguida ao gelo por 10 minutos para haver choque térmico. Deve-se

manter as amostras em -20°C. Utiliza-se dois microlitros para a reacdo de PCR.

3.6.2 Amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA bacteriano

As reacdes de PCR (25 pL) foram realizadas de acordo com a tabela 1, com iniciadores

universais para bactérias descritos por Hayashi et al. (2005) como na tabela 2.

Tabela 1: Reacdo de PCR utilizando DNA extraido de culturas pura.

MIX 1X
Gotaq colorless 12,5 uL
Primer 27F 1,0 uL
Primer 1492R 1,0 uL

Agua 8,5 uL
DNA 2,5 uL
Total 25 pL

Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo da regido 16S rDNA das
estirpes bacterianas isoladas do intestino do mosquito Ae. aegypti.

Iniciador Sequéncia
27TF 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’
1492R 5S’GGTTACCTTGTTACGACTT3’
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3.6.3 Purificagdo dos produtos da PCR do gene 16S rRNA bacteriano

As bibliotecas geradas foram purificadas com o sistema de particulas magnéticas, ou
beads magnéticas (AMPure Agencourt) e um suporte magnético (Magnetic Stand — Life
Technologies). A particula magnética é formada por uma regido que se liga ao DNA
amplificado e outra que é atraida por magnetismo. Ao homogeneizar as particulas com o
material amplificado, todo o DNA ¢ ligado a elas. Em seguida, a placa contendo o
homogeneizado é posicionada sobre o suporte magnético de modo que as particulas se agrupam
na parede do recipiente formando um pellet. Nesta etapa, todo o sobrenadante é descartado e
duas lavagens com 200 pl &lcool 70% foram realizadas. Para a dissociacdo do DNA das

particulas magnéticas foi adicionado 40 pl de agua nuclease free (Invitrogen) ao pellet.

3.6.4 Quantificacdo dos produtos de PCR do gene 16S rRNA bacteriano e
Sequenciamento Sanger

As analises quantitativas foram feitas por densidade Otica e espectrofotdmetro
(NanoDrop MD-1000 UV-Vis). Os fragmentos amplificados foram sequenciados por
sequenciador automatico de DNA Sanger (Modelo: ABI 3500 — Applied Biosystems), no
Instituto de Biotecnologia (IBTEC/UNESP) em Botucatu e comparados com as sequencias
depositadas no GenBank (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias de DNA

selecionadas para analise foram alinhadas no programa Mega 7 pelo MUSCLE. Disponivel no
site www.megasoftware.net para download. O alinhamento foi corrigido manualmente. Para a
construcdo da arvore filogenética foi utilizado o0 método de maxima parcimoénia (MP) e para
medir o grau de confiabilidade da arvore filogenética gerada foi utilizado o teste de Bootstrap

com mil repetices.

3.7 Bioensaios

3.7.1 Bioensaios seletivos para larvas de Aedes aegypti

Foram utilizados 26 isolados bacterianos, cultivados em caldo BHI (Brain Heart
Infusion), no qual 50 pL de células bacterianas foi colocada em 6 ml do respectivo meio e
incubadas em estufa agitadora a 200 rpm, a 30° C durante 48 horas. Em seguida, as culturas

bacterianas foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min em 25° C, sedimentadas e lavadas duas
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vezes com PBS 1X. Os peletes foram suspensos em 6 ml de PBS 1X, utilizou-se 1 ml da
suspensdo para leitura de DO e posteriormente as suspensdes bacterianas foram ajustadas para
DOsoo= 1.0.

Os bioensaios seletivos foram conduzidos no laboratério VECTOMICS, sob condigdes
controladas de temperatura (T = 28°C), umidade relativa (UR = 85 + 5%) e fotoperiodo de 12
h, em uma incubadora modelo EL202/3 ELETROIlab® (Figura 14 A). Para cada bactéria, o
bioensaio foi realizado em triplicata e em trés periodo diferentes, para isso utilizou-se placas de
cultura celular de poliestireno estéreis com diametro de 34,5 mm, 5 ml de cultura bacteriana
resuspendida em PBS 1X, 10 larvas de segundo estadio e 50 pL de alimento liquido autoclavado
(10 ml de 4gua + 0,5 g de comida de peixe Tetramin®) e o controle negativo contendo 5ml de
PBS 1X, sem inoculacdo de bactérias (Figura 14 B e C). O controle foi testado nas mesmas
condicdes que o tratamento. Apds a aplicacdo da bactéria, foram realizadas leituras de
mortalidade das larvas em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas. As larvas foram consideradas
mortas quando houve a auséncia total de movimento.

Os isolados que tiveram o percentual de mortalidade igual ou superior a 50% foram

selecionadas para a realizacao do bioensaio de dose.

g

it

= ey e . RN

Figura 14: A: Incubadora do bioensaio Eletrolab. B: Placas contendo o bioensaio para ser
armazenado. C: Placas contendo bioensaio com bactérias e controle negativo.

Fonte: Acervo autor
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3.7.2 Bioensaio de dose letal (DLso) contra larvas de Ae. aegypti (Rockfeller)

Para determinacdo da DLso, para cada bactéria selecionada no bioensaio seletivo, foram
testadas trés concentracdes de DOeoo (0,5; 1,0; 2,0). Cada concentracdo foi testada em triplicata
e em trés momentos diferentes. Para isso utilizou-se placas de cultura celular de poliestireno
estéreis com diametro de 34,5mm, 5 ml de cultura bacteriana resuspendida em PBS 1X, 10
larvas de segundo estadio e 50 pL de alimento liquido autoclavado (10 ml de agua + 0,5 g de
comida de peixe Tetramin®) e 0 0 controle negativo contendo 5ml de PBS 1X, sem inoculagdo
de bactérias. O controle foi testado nas mesmas condi¢fes que o tratamento. Apos a aplicacéo
da bactéria, foram realizadas leituras de mortalidade das larvas em intervalos de 24, 48, 72 e 96
horas, e determinou-se a DLso (dose letal necesséaria a matar 50% das larvas testadas). As larvas

foram consideradas mortas quando houve a auséncia total de movimento.

3.8 Analise de dados

Os resultados foram analisados pelo teste de Student (t) pareado, considerando o
intervalo de confianca p<0,05, para a analise da significancia estatistica entre o grupo teste e 0
grupo controle. J& o desvio padrdo foi calculado através da média dos experimentos. O
programa GraphPad Prism, versao 9.0, foi utilizado para a realiza¢do dos calculos estatisticos.

O célculo da dose letal para matar 50% da populacdo larval de cada anélise (DLso ), foi
realizada com a utilizacdo do programa Excel. Ndo houve a necessidade da correcéo dos dados
pela formula de Abbott (1925).

4 Resultados

4.1 Isolamentos bacterianos obtidos dos intestinos dos mosquitos Ae. aegypti e Ae.
albopictus coletados em Avaré e Botucatu/SP.

Neste estudo, dezesseis mosquitos adultos foram coletados com sucesso em pontos
estratégicos nas cidades de Avaré e Botucatu/SP, e dissecados ainda vivos. Sendo 87,5% dos
coletados, da espécie Ae. aegypti e 12,5% da espécie Ae. albopictus. Sete fémeas adultas do
laboratdrio também foram dissecadas apds o tratamento com antibioticos (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados da coleta de amostra de campo e laboratério.

NUmero | Data Cddigo | Cidade Espécies Localizagdo

da da de

amostra amostra mosquito

1 24/02/2014 | 1 A Botucatu | Aedes Tire Repair - Joaquim Lyra
aegypti Brandé&o # 794
female

2 24/02/2014 | 1B Botucatu | Aedes Tire Repair - Joaquim Lyra
aegypti Brandéo # 794
female

3 24/02/2014 |1 C Botucatu | Aedes Tire Repair - Joaquim Lyra
aegypti Branddo # 794
female

4 24/02/2014 | 2 A Botucatu | Aedes Departamento de Estradas e
albopictus | Rodagens (DER) - Rodovia
female Marechal Rodon, km 248

5 24/02/2014 | 2B Botucatu | Aedes Departamento de Estradas e
aegypti Rodagens (DER) - Rodovia
female Marechal Rodon, km 248

6 24/02/2014 | 2C Botucatu | Aedes Departamento de Estradas e
aegypti Rodagens (DER) - Rodovia
male Marechal Rodon, km 248

7 24/02/2014 | 3 A Botucatu | Aedes Recycling point — Avenida
aegypti Paula Vieira # 601
female

8 24/02/2014 | 4 A Botucatu | Aedes Used municipal tire storage
albopictus | shed - Benjamin Constant # 228
female

9 28/05/2014 | 5B Botucatu | Aedes Recycling point — Avenida
aegypti Paula Vieira # 255
female

10 28/05/2014 | 5D Botucatu | Aedes Recycling point — Avenida
aegypti Paula Vieira # 255
female

11 28/05/2014 |5 F Botucatu | Aedes Recycling point — Avenida
aegypti Paula Vieira # 255
female

12 28/05/2014 | 7 A Botucatu | Aedes Tire Repair - Dr. Jaguaribe #
aegypti 690
female

13 28/05/2014 | AV 1 Avaré Aedes Tire Repair - Joselyr Moura
aegypti Bastos # 52
male

14 28/05/2014 | AV 2 Avaré Aedes Tire Repair — Dr. Anténio Silva
aegypti Cunha Bueno #101
female

15 28/05/2014 | AV 3 Avaré Aedes Tire Repair — Itabera # 97
aegypti
female
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16 28/05/2014 | AV 6 Avaré Aedes Tire Repair — Mildo # 300
aegypti
male
17 Jun/2014 1 -F | PAE Aedes | s
Réplica | Laboratory | aegypti | ----------
2 - 7dias | Strain female
AB -1
18 Jun/2014 |2 -F | PAE Aedes | s
Réplica | Laboratory | aegypti | -----------
2 -7 dias | Strain female
AB -1 -
2
19 Jun/2014 |5 -F | PAE Aedes | s
Réplica | Laboratory | aegypti | -----------
2 24h - | Strain female
AB-3-
B
20 Jun/2014 |6 -F | PAE Aedes | s
Réplica | Laboratory | aegypti | -----------
2 24h - | Strain female
AB
21 Jun/2014 |7 -F | PAE Aedes | s
Pool 4 | Laboratory | aegypti | -----------
dias AB | Strain female
22 Jun/2014 PAE Aedes | s
Laboratory | aegypti | -----------
R2-1-F | Strain female
23 Jun/2014 PAE Aedes | s
Laboratory | aegypti | ------------
R4-1-F | Strain female

Foram isoladas, um total de 26 coldnias bacterianas cultivaveis, de todas as amostras
deste estudo, no ano de 2014. Em relacéo aos diferentes meios de cultivo, utilizados em nosso
trabalho, ndo foram observadas preferéncias quanto ao crescimento das bactérias por um meio
especifico. Por esse motivo, tanto os meios Agar Sangue (AS), Agar BHI e Agar LB, foram

utilizados em todos os procedimentos depois do isolamento bacteriano.

4.2 Teste de coloracdo GRAM

Dos mosquitos coletados, foram isoladas 26 diferentes col6nias bacterianas cultivaveis,
sendo utilizado um dos métodos fenotipicos para serem identificadas, a coloragdo de gram. As
colbnias bacterianas foram observadas através da coloracdo da sua parede celular. Obteve-se
como resultado, 12 amostras Gram-negativas, correspondendo a 46,15% dos isolados e 14
amostras Gram-positivas, correspondendo a 53,85% dos isolados (Tabela 4).
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Tabela 4: Identificacdo pelo método Gram das bactérias intestinais isoladas.

Amostra Gram Amostra Gram
1 - 14 +
2 + 15 -
3 + 16 -
4 + 17 +
5 + 18 -
6 + 19 -
7 + 20 -
8 + 21 -
9 + 22 -
10 + 23 -
11 + 24 -
12 + 25 -
13 + 26 -

A identificacdo de espécies microbianas por métodos fenotipicos pode ser incerta,
complicada e demorada, e a utilizacdo de métodos moleculares revolucionou a sua
identificacdo, melhorando a rapidez, a qualidade e a eficacia desta identificacdo (DELLAGLIO
etal., 1991).
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4.3 Amplificagdo de um fragmento do gene 16S rRNA bacteriano

Apos o teste de coloragdo gram dos isolados bacterianos foi procedida a caracterizacéo
molecular dos mesmos através da amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. A
extracdo de DNA das amostras bacterianas foram quantificadas e ajustadas para a reacao de
PCR descrito no item 3.5.4.

O DNA genbmico dos isolados foi extraido e avaliado por meio de eletroforese em gel
de agarose. O aparecimento de uma Unica banda integra indica que o processo de extracéo do
DNA foi bem-sucedido e 0 mesmo ndo se encontra degradado como mostrado nas Figuras 15
e 16. Posteriormente, uma aliquota do DNA gendmico foi utilizado para amplificar a regido
16S rRNA (~1.5 kb), o fragmento molecular de 1500 (pares de bases) foi comparado com 0
marcador molecular de peso molecular Ladder 1Kb (Invitrogen). Apés essa etapa, as amostras
foram purificadas e utilizadas na reagdo de sequenciamento. Neste trabalho, os 26 isolados
bacterianos foram amplificados e identificadas pelo sequenciamento do gene 16S rDNA.

M IN2'3 45 6 789 10

111213 14 15 16 17 18

Figura 15: Gel de agarose (A e B) 1,0% para confirmacdo da extracdo do DNA genémico com

amplificagdo do fragmento de 1500 pb do 16 S rRNA. M: marcador de peso molecular; 1: 1:
A3-1;2: 1A 4-2; 3: 1A 5-1; 4: 1B1-1; 5: 1B1-2; 6: 1B1-3; 7: 1B2-2; 8: 1C1-1; 9: 1C-3;10: 5F3;
11: 4A 1;12: 5B1; 13: 5D1; 14: 5D2; 15: 7A 1; 16: AV1, 17: AV2; 18: AV3.
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Figura 16:Gel de agarose (C e D) 1,0% para confirmacéo da extracdo do DNA genémico com
amplificagdo do fragmento de 1500 pb do 16S rRNA. M: marcador de peso molecular; 19:
AVG6; 20: 27D1 ; 21: 27D1-2; 22: 224H3B; 23: 224H; 24: POOL 4D; 25: R2-1; 26: R4-1

4.4 ldentificacdo molecular das bactérias pelo sequenciamento Sanger

Na identificacdo molecular foi possivel caracterizar 10 géneros distintos como: Bacillus
sp., Chryseobacterium sp., Curtobacterium sp., Microbacterium sp., Micrococcus sp.,
Ochrobactrum sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Stenotrophomonas sp.
(Figura 17). Sendo predominante o género Bacillus, correspondendo a 31% dos isolados
bacterianos e em seguinda o género Chryseobacterium correspondendo a 15% dos isolados.
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m Bacillus m Chryseobacterium m Curtobacterium Microbacterium
B Micrococcus M Ochrobactrum W Pantoea B Pseudomonas

W Staphylococcus W Stenotrophomonas

Figura 17:Representagédo dos géneros com base na identificagdo bacteriana.

O sequenciamento do gene 16S rDNA é frequentemente utilizando como método
alternativo para definir o nivel de espécies em bactérias (YAMADA, 1977; WOESE, 1978).
Para a identificacdo dos isolados bacterianos, com base na sequéncia do 16S rRNA obtida apds
0 sequenciamento, realizou-se uma pesquisa no NCBI utilizando o programa BLAST, cuja
comparagdo ocorreu entre os dados obtidos neste trabalho com os j& existentes no banco de
dados, assumindo-se o percentual de confianga para identidade bacteriana (ID) a partir de 93%
a 100%. Com base nas buscas por similaridade de sequéncias através do banco de dados, 0s
isolados foram identificados como Bacillus cereus (3 isolados), Bacillus megaterium (1
isolado), Bacillus sp. (3 isolados), Chryseobacterium cucumeris (3 isolados),
Chryseobacterium indologenes (1 isolado), Curtobacterium sp. (1 isolado), Microbacterium
aerolatum (1 isolado), Microbacterium sp. (2 isolados), Microbacterium testaceum (1 isolado),
Micrococcus luteus (1 isolado), Ochrobactrum pseudogrignonense (1 isolado), Pantoea
eucalypti (1 isolado), Pantoea sp. (1 isolado), Pseudomonas alloputida (1 isolado),
Pseudomonas sp. (2 isolados)., Staphylococcus warneri (1 isolado), Stenotrophomonas pavanii
(1 isolado), Stenotrophomonas sp. (1 isolado) (Tabela 5). A analise filogenética de 16S rRNA
dos genes também mostram essa identificacdo, além da similaridade bacteriano (Figura 18).
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Tabela 5: Identificacdo molecular dos isolados bacterianos, obtidos pelo sequenciamento
Sanger da regido 16S rDNA.

Amostra Identificacdo Espécie de mosquito  Cobertura  Identidade
1A 3-1 Pantoea eucalypti Ae.aegypti fémea 98% 95,87%
1A 4-2 Bacillus sp. Ae.aegypti fémea 98% 100%
1A5-1 Bacillus cereus Ae.aegypti fémea 96% 99,85%
1B1-1 Microbacterium testaceum Ae.aegypti fémea 96% 99,70%
1B1-2 Microbacterium sp. Ae.aegypti fémea 97% 99,7%
1B1-3 Microbacterium aerolatum Ae.aegypti fémea 96% 99,56%
1B2-2 Microbacterium sp. Ae.aegypti fémea 97% 99,55%
1C1-1 Bacillus cereus Ae.aegypti fémea 97% 100%
1C1-3 Curtobacterium sp. Ae.aegypti fémea 96% 99,85%

5F3 Micrococcus luteus Ae.aegypti fémea 98% 99,56%
4A1 Staphylococcus warneri Ae.albopictus fémea 97% 100%
5B1 Bacillus sp. Ae.aegypti fémea 97% 99,57%
5D1 Bacillus cereus Ae.aegypti fémea 97% 99,57%
5D2 Bacillus megaterium Ae.aegypti fémea 96% 100%
TA 1 Ochrobactrum pseudogrigonense Ae.aegypti fémea 97% 99,70%
AV1 Pseudomonas sp. Ae.aegypti macho 95% 99,71%
AV2 Bacillus sp. Ae.aegypti fémea 95% 100%
AV3 Stenotrophomonas sp. Ae.aegypti fémea 95% 95,01%
AV6 Stenotrophomonas pavanii Ae.aegypti fémea 93% 96,57%
27D1 Chryseobacterium cucumeris Ae.aegypti fémea 98% 100%
27D1-2 Chryseobacterium cucumeris Ae.aegypti fémea 97% 97,0%

224H3B Chryseobacterium cucumeris Ae.aegypti fémea 95% 100%
224H Pantoea sp. Ae.aegypti fémea 97% 91,91%

POOL 4D Chryseobacterium indologenes Ae.aegypti fémea 98% 100%

R2-1 Pseudomonas alloputida Ae.aegypti fémea 97% 99,42%
R4-1 Pseudomonas sp. Ae.aegypti fémea 96% 99,85%
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Figura 18: Andlise filogenética do sequenciamento da regido do gene 16S rRNA do isolado
bacteriano de Ae. aegypti e Ae. albopictus. A linha horizontal refere-se a distancia genética. Os
nameros dos nos referem-se aos valores estimados de apoio com 1000 réplicas de bootstrap.

4.5 Bioensaio seletivo larvicida com as bactérias intestinais identificadas de Ae. aegypti e
Ae. albopictus.

Examinamos o efeito das bactérias intestinais dos mosquitos Ae. aegypti e Ae.
albopictus em relagdo a mortalidade das larvas do mosquito Ae. aegypti, expondo-as aos 26
isolados identificados. Os resultados dos bioensaios seletivos com os isolados bacterianos sobre
larvas de segundo estadio de Ae. aegypti da cepa Rockfeller estdo representados nas figuras 19,
onde os gréaficos representados ndo obtiveram mortalidade de larvas acima de 50% e figura 20,

onde os graficos tiveram atividade larvicida acima de 50%..
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Dos 26 isolados bacterianos testados para identificar a acdo larvicida, trés isolados
bacterianos (Bacillus cereus, Chryseobacterium cucumeris, Chryseobacterium indologenes),
mostraram potente atividade larvicida sob as larvas de Ae. aegypti (Rockefeller), pois
apresentaram atividade larvicida acima de 50%. Foi observado que nas primeiras 24 horas,
apenas os isolados Bacillus cereus (1C1-1) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D),
apresentaram mortalidade acima de 50%.

Na leitura de 48 horas, os trés isolados bacterianos, Bacillus cereus (1C1-1),
Chryseobacterium cucumeris (27D12) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), ja
apresentaram mortalidade acima de 50%, sendo os valores aproximadamente de 70%, 50% e
90% respectivamente. Com isso, foi observado a morte das larvas, principalmente nas 72 horas
de exposicdo das larvas ao contéudo bacteriano.

Os resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa entre o controle e o0s
isolados bacterianos: Bacillus cereus, Bacillus megaterim, Bacillus sp., Microbacterium sp.,
Micrococcus luteus, Pantoea eucalypti, Pseudomonas alloputida, Pseudomonas sp. e
Stenotrophomonas sp. (Figura 19) durante os quatro dias observados. Ja para os isolados
Bacillus cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D12) e Cryseobacterium
indologenes (POOL 4D), a mortalidade observada foi estatisticamente significativa como
mostrado nos graficos da Figura 20. Os demais isolados bacterianos apesar de apresentar
diferenga significativa em relagéoao controle, ndo apresentaram mortalidade acima de 50% néo
sendo selecionados para o bioensaio de dose letal (DLso).

Analisando os graficos da Figura 20, podemos verificar que o isolado bacteriano
Bacillus cereus (1C1-1), causou mortalidade de aproximadamente 70% nas larvas, desde o
segundo dia do bioensaio, comparado com o controle tratado apenas com PBS, houve diferencga
significativa entre o tratamento e o controle. De modo similar, o isolado bacteriano
Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) promoveu mortalidade de aproximadamente 90%
nas larvas desde o primeiro dia de ensaio, eliminando quase que completamente as larvas até o
quarto dia de ensaio, houve diferenca significativa nos quatro dias de analise entre o tratamento
com o isolado bacteriano e o grupo controle. J& o isolado Chryseobacterium cucumeris
(27D12), promoveu mortalidade acima de 50% a partir do segundo dia de bioensaio, chegando
a obter 80% de mortalidade no ultimo de analise, como mostrado na Figura 20, também
apresentando diferenca significativa durante os quatro dias de analise quando se comparou 0
tratamento bacteriano com o grupo controle.

As larvas inoculadas com os isolados bacterianos Bacillus cereus (1C1-1) e

Chryseobacterium cucumeris (27D12), apds 24 horas de infec¢do passaram a se movimentar
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um pouco mais devagar, porém continuavam se alimentando; com 48 horas de infecgdo, as
larvas j& ndo se locomoviam naturalmente, s6 com estimulo do toque com a pinga. Mesmo
assim 0s movimentos eram muito lentos; neste periodo de infecgéo as larvas que se mantiveram
vivas quase ndo buscavam mais se alimentar, principalmente. Com 72 horas de infeccdo as
larvas ndo respondem mais ao toque, e pararam de se alimentar. Ap6s 96 horas de infeccéo, as
larvas estavam mortas em sua grande maioria. Além disso, foi observado ao longo do
experimento, canibalismos das larvas mortas quando expostas aos isolados bacterianos. Como
resultado do canibalismo, encontramos uma diminuicao geral do nimero de larvas expostas a
bactéria nos pocos. O nimero de larvas nos controles, expostos ao PBS, permaneceu constante,
e nenhuma redugé&o significativa de larvas foi observada durante os quatro dias de avaliag&o.

O mesmo ndo ocorre nos experimentos utilizando os demais isolados bacterianos
(Figura 19), nos quais a taxa de mortalidade de todos os isolados ndo ultrapassa 40%,
comparando com o controle tratado apenas com PBS, durante os quatro dias de avaliacdo. De
acordo com a Figura 19, os isolados bacterianos Bacillus cereus (1A5-1), Bacillus megaterium
(5D2), Bacillus sp. (1A4-2), Microbacterium sp. (1B1-2), e Microbacterium testeceum (1B1-
1), apresentaram a menor atividade larvicida, matando, em média, uma larva, o que corresponde
a até 10% de mortalidade, sendo bactérias que apresentaram pouco potencial larvicida.

Em relacédo a alguns isolados semelhantes aos que apresentaram mortalidade como, por
exemplo, Bacillus cereus (1A5-1 e 5D1), Bacillus megaterium (5D2), Bacillus sp. (1A4-2, 5B1
e AV2) e Chryseobacterium cucumeris (27D1 e 224H3B), nos mostra a possibilidade de que
as linhagens talvez precisem de mais tempo, aumento da concentracdo bacteriana e influéncia
de alguns fatores ambientais para demonstrarem sua efetividade.

Os isolados para os quais o indice de mortalidade foi igual ou superior a 50% em 96

horas, foram selecionados para a realizacao de bioensaios de dose letal (DLso).
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Pseudomonas sp. (R4-1)
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Figura 19: Gréfico de barras dos bioensaios dos diferentes isolados bacterianos (A, B, C, D, E,
F,G,H ILJ,K,LLM,N,O,P,QR,S, T, U, V,W) contra larvas de segundo estagio de Ae.
aegypti durante quatro dias de incubacdo mostrando as médias e desvio padrdo da taxa de
mortalidade dos diferentes isolados bacterianos. A suspensédo de PBS foi usada como controle
negativo. ns: Nao houve diferenca significativa na mortalidade larval entre o isolado bacteriano
e o controle. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre as
mortalidades do grupo teste e do grupo controle (p<0,05).
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Chryseobacterium indologenes (POOL 4D)
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Figura 20: Gréficos de barras dos bioensaios dos diferentes isolados bacterianos (A, B e C)
contra larvas de segundo estagio de Ae. aegypti durante quatro dias de incubag¢do mostrando as
médias e desvio padrdo da taxa de mortalidade dos diferentes isolados bacterianos. Suspensdo
de PBS foi usada como controle negativo. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente
significativas entre as mortalidades do grupo teste e do grupo controle (p<0,05).

4.6 Bioensaio de dose letal (DLso) das bactérias intestinais selecionadas no bioensaio com
larvas.

Os bioensaios de dose letal foram realizados com os trés isolados bacterianos, Bacillus
cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterim indologenes
(POOL 4D), que apresentaram mortalidade maior que 50% apds a leitura de 96 horas do
bioensaio larvicida. Considerando os valores de DLso nas trés concentragdes, e nos quatro dias
de observagédo, verificou-se que o isolado bacteriano com maior mortalidade foi
Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), para quais foram obtidos os menores valores de
DLso em trés dos quatro intervalos de observacéo (0,485557; 0,2777501; 0,00342258) (Tabela
6). Houve diferenca significativa entre esse isolado e o controle durante os quatro intervalos
(Teste t, p<0,05).

Na avaliacdo de 24 horas, os isolados Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e
Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) apresentaram resultados muito semelhantes, com
valores de DLso de 1,04466 e 1,67095, respectivamente (Tabela 6).

Analisando os valores da leitura de 48 horas, verificou-se que o0s isolados

Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) foram os
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mais toxicos, pois obteve-se 0 menor valor de DLso (0,894476 e 0,485557 respectivamente)
(Tabela 6).

Ap0s 72 horas, os isolados Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium
indologenes (POOL 4D), continuam sendo os isolados mais tdxicos apresentando DLso
(0,851731 e 0,277750, respectivamente), sendo Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) a
mais efetiva pois apresentou DLso trés vezes menor que Chryseobacterium cucumeris (27D1-
2).

Em 96 horas, os valores das leituras mostraram que o isolado Chryseobacterium
indologenes, teve uma toxicidade elevada em relacdo aos outros dois isolados, com DLso
(0,00342258) (Tabela 6).

Por outro lado, Bacillus cereus (1C1-1) foi o isolado com menor toxicidade, para 0s
quais foram registrados os maiores valores de DLso, nos quatro dias de observagéo (Tabela 6).
Com relacao ao ultimo dia de anélise, DLso de Bacillus cereus (1C1-1) se mostrou muito pouco
efetiva em relacdo a Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), apresentando uma DLsg
superior. A diferenca dos valores absolutos da DLso de Bacillus cereus (1C1-1) chegaram a ser
600 vezes superior da obtida por Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) (Tabela 6).

Todos os tratamentos obtiveram diferenca significativa quando comparado ao controle
(Teste t, p<0,05) (Tabela 6). Para o controle negativo, o indice de mortalidade foi menor que
10% nos quatro dias avaliados.

Enfim, os trés isolados que apresentaram atividade larvicida no bioensaio seletivo
Bacillus cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D1-2), Chryseobacterium
indologenes (POOL 4D), foram testados contra larvas de segundo estagio de Ae. aegypti
(Rockfeller) no bioensaio quantitativo (Figura 21).

O isolado Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), apresentou mortalidade larval
acima de 70%, no terceiro e quarto dia, nas concentracbes de OD=1,0 e OD=2,0 (p <0,05)
(Figura 21).

Os isolados Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium indologenes
(POOL 4D), mostraram taxas de mortalidade estatisticamente semelhantes nas trés
concentragOes testadas, OD=0,5, OD=1,0 e OD=2,0, nos quatro dias de analises (p<0,05)
(Figura 21).

No entanto, o isolado Bacillus cereus (1C1-1) estatisticamente causou mortalidade
baixa nas trés concentracfes testadas OD=0,5, OD=1,0 e OD=2,0 em todos os quatro dias
analisados (p<0,05) (Figura 21).
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Tabela 6: Mortalidade média e desvio padrdo nos intervaloss 24, 48, 72 e 96 horas para 0s

isolados Bacillus cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium

indologenes (POOL 4D) em trés concentragdes (DOs00=0,5; DOgo0o=1,0 € DOs00=2,0).

, . NuUmero de . Mortal. Média | Desvio
Bactéria DOs0o larvas Dia (%) Padrio
C. 90 1° 13,3 +0,19
indologenes 0

g 05 360 90 2 51,1 +0,26
90 3° 65,6 +0,22
90 40 74,4 +0,21
90 10 60,0 +0,32
Q 90 20 76,7 +0,23

1 m YV b b
g 360 90 3° 84,4 +0,21
90 40 88,9 +0,15
90 1° 43,3 +0,37
90 20 52,2 +0,35

2 b 1
360 90 3° 55,6 +0,36
90 40 82,2 +0,16
C. cucumeris 90 1° 8,9 +0,09

0 +
05 360 90 2 10,0 +0,09
90 3° 11,1 +0,09
90 40 16,7 +0,11
90 10 47.8 +0,19
o

1 2 360 90 20 57,8 +0,20
— 90 3° 62,2 +0,20
90 40 62,2 +0,20
90 1° 48,9 +0,20
90 20 70,0 +0,22

2 H b
360 90 3° 80,0 +0,14
90 40 81,1 +0,14
Bacillus 90 10 2,2 +0,04
cereus 90 20 3,3 +0,05
0.5 360 90 3° 3,3 +0,05
90 40 3,3 +0,05
90 10 4.4 +0,07
o 90 20 4,4 +0,07

1 B 360 — ’ '
= 90 30 5,6 +0,09
90 40 8,9 +0,09
90 1° 30,0 +0,20
90 20 433 +0,28

2 360 — ' '
90 3° 53,3 +0,24
90 40 55,6 +0,23
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Tabela 7: DLso nos intervalos 24, 48, 72 e 96 horas para os isolados Bacillus cereus (1C1-1),
Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) em trés
concentragdes (DOes00=0,5; DOs00=1,0 € DOs00=2,0

Bactéria Dia Numero de DO600 Mortal. Média DLso
larvas (%)
C. 90| 05 13,3
indologenes 10 270 90 1 60,0 1,67096
90 2 43,3
90| 05 51,1
2° 270 90| 1 76,7 0,485557
S 90 2 52,2
S 90| 05 65,6
30 270 90| 1 84 4 0,2777501
90| 2 55,6
90| 05 74,4
40 270 90| 1 88,9 0,00342258
90 2 82,2
C. cucumeris 90| 0,5 8,9
1° 270 90 1 47,8 1,04466
90 2 48,9
90| 05 10,0
2° 270 90 1 57,8 0,894476
2 90 2 70,0
= 90| 05 11,1
3° 270 90 1 62,2 0,851731
90 2 80,0
90| 05 16,7
40 270 90| 1 62,2 0,836821
90 2 81,1
Bacillus 90| 0,5 2,2
cereus 1° 270 90 1 4.4 2,43745
90 2 30,0
90| 05 3,3
20 270 90 1 4.4 2,10152
§ 90 2 43,3
— 90| 0,5 3,3
30 270 90| 1 5,6 1,9557
90 2 53,3
90| 0,5 3,3
40 270 90| 1 8,9 1,9189
90 2 55,6
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C.indologenes (POOL 4D)
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Figura 21: RepresentacOes graficas em barras (A, B e C) dos valores de DLso das bactérias
Bacillus cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium
indologenes (POOL 4D) nas DOsoo (0,5; 1,0; 2,0) contra larvas de 2° estadio de Ae. aegypti,
nas leituras de 24, 48, 72 e 96 horas. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente
significativas entre as mortalidades do grupo teste e do grupo controle (p<0,05).
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5 Discussao

Foi publicado em 2001, o primeiro artigo que mostrou sobre a microbiota de Ae. aegypti
(LUXANANIL et al., 2001). Os autores neste estudo, utilizaram uma técnica dependente da
cultura, que abrangeu o isolamento de intestinos de larvas de Ae. aegypti, os quaisforam
coletados de criadouros naturais na Tailandia, e posteriormente foi realizado o plagueamento
dessas culturas em placas de agar Luria-Bertani (LB) para que posteriormente fosse feitas as
andlises das coldnias resultantes. Para diferenciacdo das col6nias, foram utilizadas as técnicas
de analise morfoldgica, técnica de coloracdo Gram, além dos ensaios bioquimicos padrdes
(KONEMAN et al., 1992). Na primeira parte do estudo, duas cepas de Bacillus cereus em
grande quantidade foram identificadas e, devido a associacdo dessas bactérias com 0 mosquito
Ae. aegypti, foi proposto entéo pelos autores a utilizagdo destas como potenciais larvicidas no
controle destes mosquitos (LUXANANIL et al., 2001). Em um trabalho posterior, foi utilizado
uma técnica, evidenciando a caracterizagio das bactérias simbiontes de Ae. aegypti (GUSMAO
et al., 2007). Para caracteriza-las, os autores fizeram a identificacdo morfolégica e bioquimica
de bactérias, além da extragdo do DNA e o sequenciamento Sanger do gene 16S rRNA.
Diversas bactérias foram identificadas nesse estudo, como Serratia sp., além de Bacillus sp. e
Bacillus subtilis.

Geralmente, o limen do intestino do insetos, é densamete colonizado por diversos
microrganismos comensais e simbioticos, que compreendem diversos taxons de acordo com a
analise das sequéncia de rRNA 16S (DOUGLAS, 2011). Yun et al. descreveram que a
microbiota de varios insetos era composta principalmente por Proteobacteria, Firmicutes,
Bacterioidetes, Actinobacteria, Tenericutes e outras ndo classificadas. Assim, o limen do
intestino dos insetos é um habitat natural e complexo, onde vivem diversos microrganismos, e
também onde ha interagcdes multiplas e complexas entre eles que lhes permite sobreviver.

Muitas bactérias sdo formadoras de esporos, e produzem diversas moléculs importantes,
como por exemplo: solventes, antibidticos, enzimas e inseticidas. Enquanto outras, apresentam
problemas nas industrias de alimentos, porque produzem toxinas e também podem apresentar
esporos altamente resistentes a diversos métodos de higienizacdo (FOSTER 1994; LIU, 1994).

As bactérias que sdo formadoras de esporos pertencem a familia Bacilaceae, que sdo
representadas por cinco géneros: Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum
e Sporosarcina. O género com a maioria dos representantes é Bacillus, seguido pelo género
Clostridium (L1U, 1994). Essas bactérias também séo formadoras de esporos que sdo utilizadas

para o controle bioldgico, por possuirem as mesmas caracteristicas do que lhes conferem
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resisténcia a condi¢cdes ambientais e de processos industriais.

Devido a grande expansdo da agricultura e a ampliacdo das fronteiras agricolas, houve
um aumento no numero de insetos que comecaram a atacar as plantacdes, com isso foi
necessario 0 uso em massa de pesticidas quimicos. Dessa forma, fez-se necessario 0 uso
indiscriminado de tais produtos quimicos, ocasionando diversos problemas devido sua alta
toxicidade e dos residuos que ficavam nas plantacdes. Isso fez com que os problemas em
relacdo a resisténcia de insetos aos pesticidas quimicos fossem estudados.Assim, surgiram
alternativas para o controle de insetos, como uso de feromdnios e entomopatdgenos, que
incluem bactérias, fungos e virus.

Os inseticidas feitos de entomopatdgenos sao em sua maioria especificos e apresentam
baixa ou nenhuma toxicidade aos vertebrados e insetos benéficos, ocorrendo de forma natural
nos ambientes cultivados. A aplicacdo de patdgenos como inseticidas requer grandes
quantidades de agente ativo. Sua producdo requer que 0 microorganismo entomopatogénico se
desenvolva ou ndo em meio artificial.

Alguns agentes bacterianos que sdo usados no controle bioldgico se dividem em trés
grupos: Bacillus popilliae, Bacillus thurinringiensis e Bacillus sphaericus. Esses grupos,
possuem grandes promissores agentes de controle microbiano (ALVES, 1986). Essas espécies
de bactérias possuem diversas vantagens e também desvantagens no controle bioldgico de
insetos. Uma das vantagens é a producdo de esporos por algumas dessas bactérias, que sdo
bastante resistentes a diversos fatores ambientais, também podem ser mantidas no formato de
p6 ou emulsdo, e também podem ser utilizadas em equipamentos projetados para aplicacdo de
inseticidas quimicos, que ndo sdo prejudiciais ao ser humano, animais e a flora.

Dentre as desvantagens, podemos citar o fato das bactérias agirem de forma oral, ndo
tendo nenhuma acgéo por contato. Sua acdo geralmente se restringe a um especifico estagio de
desenvolvimento do inseto, e por isso a aplicagdo do produto deve ser mais exata e controlada
em comparacdo aos produtos quimicos.

No presente trabalho, objetivamos identificar e caracterizar a atividade larvicida de
algumas bactérias intestinais cultivaveis isoladas do intestino médio de Ae. aegypti e Ae.
albopictus coletados nas cidades de Avaré e Botucatu/SP, para futuramente determinar os
potenciais pelo qual essas bactérias podem causar a mortalidade larval em bioensaios. Ha
rarissimos estudos de selecédo de isolados da microbiota intestinal de mosquitos com agao para
mosquitos do género Aedes.

Bacillus foi o género mais frequente, correspondendo a 31% dos isolados. Muitos

estudos ressaltam a forte presenca desse género habitando nos mais diversos ambientes e
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utilizam-no como uma alternativa de controle biolégico, uma vez que muitas espécies de
Bacillus produzem cristais que sdo entomopatogénico (STRAIF et al., 1998). O segundo género
mais abundante foi o Chryseobacterium, correspondendo a 15% dos isolados, seguido por
proporcfes menores de outros géneros como Curtobacterium, Microbacterium, Micrococcus,
Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Staphylococcus. Alguns desses
géneros séo frequentemente observados em outros estudos que caracterizam a microbiota
intestinal de Ae. aegypti, mesmo quando as populacdes sdo provenientes de diferentes locais
(ALVES et al., 2010). A bactéria Chryseobacterium indologenes ja foi isolada de varios insetos
(YABUUCHI et al., 1983; BURESOVA et al., 2006). Com o d&mbito de buscar produtos de
origem bacteriana com efeito larvicida, foram realizados bioensaios com vinte seis isolados
bacterianos visando avaliar a atividade larvicida destes contra larvas de Ae. aegypti
(Rockfeller).

Dentre os 26 isolados bacterianos e identificados da microbiota cultivavel de Ae. aegypti
e Ae. albopictus, utilizados para o bioensaio, podemos observar que os isolados Bacillus cereus
(1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D),
foram os mais efetivos na mortalidade de larvas de Ae. aegypti (Rockfeller) (Figura 20). Como
demonstrado na Figura 20, ambos os tratamentos foram letais para as larvas de Ae. aegypti
durante os quatro dias de analise.

Em nosso estudo, Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) causou uma taxa de
mortalidade significativa alta em larvas de Ae. aegypti desde o primeiro dia do bioensaio, até o
quarto dia, causando a mortalidade de aproximadamente 90% das larvas, como mostrado na
Figura 20. Assim como outra bactéria do mesmo género, Chryseobacterium cucumeris (27D1-
2), também ocasionou alta mortalidade nas larvas, aproximadamente 70%, durante a avaliacdo
do seu efeito sob as larvas no quarto dia de analise. Esse efeito larvicida pode estar relacionado
com a formacao de biofilme ou infeccdo sistémica por disseminagdo na hemolinfa pela bactéria,
também observados em alguns estudos sobre o efeito da colonizacdo por Pseudomonas
aeruginosa no intestino de Drosophila melanogaster, que demonstraram a formacdo de
biofilme por essa bactéria, a qual pode afetar drasticamente a disseminacdo na hemolinfa e a
mortalidade da mosca (MULCAHY et al., 2011).

Na pesquisa realizada por Eski et al., 2015, mostrou que a bactéria Chryseobacterium
indologenes ocasionou 45% de mortalidade em larvas de Sesamia nonagrioides (Lepidoptera,
Noctuidae). Ja no estudo realizado por Pridgeon et al., 2013, C. indologenes ocasionou uma
mortalidade de 10 a 20% no peixe perca amarela (Perca flavescens), sendo considerada uma

bactéria patogénica, ja que os outros isolados do estudo ndo ocasionaram mortalidade.
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Silva et al. (2019) estudando o efeito de bactérias sobre larvas de Aedes aegypti,
observaram que os isolados bacterianos Chryseobacterium vietnamense e Chryseobacterium
oncorhynchi apresentaram alta taxa de mortalidade sob as larvas. Esses dados corroboram com
os obtidos em nosso estudo, evidenciando a eficacia desse género bacteriano na busca de
alternativas para o controle de mosquitos.

Um estudo semelhante realizado por Ramirez et al. (2014) analisaram a a¢do de uma
bactéria do género Chromobacterium (Csp_P), também isolada do intestino médio de Aedes
aegypti, e observaram a atividade larvicida com 100% de eficiéncia contra larvas de Aedes
aegypti da cepa Rockefeller e Anopheles gambiae.

O género Chryseobacterium possui seis espécies que foram anteriormente classificadas
como pertencente ao género Flavobacterium. Estes individuos sdo bacilos aerdbicos gram-
negativos, ndo fermentadores, oxidase-positivos (HSUEH et al., 1997). Varias bactérias
formalmente classificadas no género Flavobacterium foram reclassificados dentro do género
Chryseobacterium (VANDAMME et al.,1994). O género tem uma grande disseminacao,
incluindo solo, plantas, agua fresca, ambiente marinho, aguas residuais e fontes e alimento
como leite e frango, e isolados associados a animais doentes e ambientes hospitalares
(VANDAMME et al.,1994). Possui atividade queratinolitica e metaloproteases isoladas desta
bactéria tem relevancia no tratamento do couro e outras aplicacdes agricolas e industriais
(WANG et al., 2008). Além dessa bactéria ter a capacidade de formar um biofilme e produz
uma protease importante na sua patogenicidade (HSUEH et al., 1996). Estudos recentes usando
técnicas de pirosequenciamento mostraram que as flavobactérias Elizabethkingia e
Chryseobacterium estavam associadas a mosquitos em varios estagios de desenvolvimento
como seus simbiontes (NGWA et al., 2013; WANG et al., 2011). Extratos de Elizabethkingia
revelaram atividades antibacteriana, antifingica e também antiparasitaria, indicando que
algumas flavobactérias podem ter um impacto significativo na saide do mosquito (NGWA et
al., 2013).

O isolado bacteriano Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) foi o mais efetivo
contra larvas de Ae. aegypti (Rockfeller) e apresentou DLso duas vezes menor quando
comparada a DLsodo isolado do mesmo género Chryseobacterium cucumeris (27D1-2), a partir
do segundo dia de analise. Chegando a obter uma diferenca dos valores absolutos da DLsg de
Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) chegou a ser 200 vezes inferior em relacdo a
Chryseobacterium cucumeris (27D1-2) no ultimo dia de anéalise (Tabela 6).

A alta taxa de mortalidade nos bioensaios com os isolados Chryseobacterium cucumeris

(27D1-2) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D) pode ser atribuida a atuacdo direta das
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bactérias sobre as larvas, bem como evidencia a possivel secrecdo de toxinas com potencial
inseticida pelas mesmas. A presenca desses componentes no sobrenadante da cultura
bacteriana, pode ser a explicacdodos melhores resultados obtidos quando comparadas aos
demais isolados bacterianos. Como demonstrado na Figura 20, os isolados Chryseobacterium
cucumeris (27D1-2) e Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), apesar de serem do mesmo
género, apresentam diferencas significativas na sequéncia correspondente ao gene 16S rRNA,
tratando-se claramente de dois isolados diferentes. Este fato foi reforcado pelos resultados
obtidos nos bioensaios, onde Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), sempre se mostrou
mais eficaz e com maior mortalidade das larvas.

Quanto a acdo de Cryseobacterium para Aedes e outros vetores, até o presente momento
ndo existem na literatura estudos que relatem a presenca de isolados nativos da microbiota
intestinal com acdo larvicida para esse género, 0 que torna esses dados inéditos.

O isolado bacteriano identificado pelo sequenciamento 16S rRNA como Bacillus cereus
causou mortalidade acima de 50% nas larvas de Ae. aegypti (Rockfeller) desde o primeiro dia
de analise por meio de bioensaios seletivos, evidenciando o potencial dos isolados obtidos do
intestino dos mosquitos coletados para o controle desse mosquito. E importante ressaltar que o
isolado apresentou 70% de mortalidade em 96 horas, mostrando uma atividade patogénica para
a espécie de Ae. aegypti, podendo ser um potencial para o controle desses mosquitos.

Bacilllus cereus e Bacills thuringiensis, sdéo membros do grupo Bacillus cereus, e
possuem quatro espécies complementares, Bacillus anthracis, Bacillus weistephanensis,
Bacillus mycoides e Bacillus pseudomycoides, abrangem um grupo que representa as bactérias
formadoras de endosporos facultativamente anaerébicas do género Bacillus (PRIEST, 1993).

Tanto Bacillus cereus como Bacillus thuringiensis sdo bactérias produtoras de
enterotoxinas (PESSOA E ASTOLFI-FILHO, 2014). Porém, a Unica diferenca estabelecida
entre essas bactérias, € a presenca dos genes cry, presentes em Bacillus thuringiensis, esses
genes codificam as proteinas tdxicas que sdo liberadas por essas bactérias. Sem a presenca
desses genes, as duas espécies bacterianas ndo podem ser diferenciadas entre si (BATTISTI et
al., 1985).

Estudos realizados por Haynes et al., 2011, Bacillus cereus, mostraram efeito toxico em
mosquitos através das proteinas de revestimentos que sdo mais utilizadas para 0 método de
exibicdo na superficie de esporos. Apesar da auséncia de genes Cry em B. cereus, algumas
cepas desta espécie mostraram secretar uma exotoxina inseticida estavel ao calor (PERCHAT
et al., 2005). Essa exotoxina possui uma atividade proteolitica (OULED-HADDAR et al. 2010;
SALEEM et al. 2012).
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Mani et al., 2015, mostraram que B. cereus parece ser muito promissor para uso futuro
como agente de controle bioldgico e sua eficacia no campo precisam ser examinado. O efeito
toxico de B. cereus, se deve a sua capacidade de ser um agente mosquitocida, pois essa bactéria
afeta um alvo especifico e ndo exibe nenhum efeito sobre organismos ndo visados no ambiente
ao qual foi aplicado. Este estudo corrobora com outros que utilizam cepas de mosquitocidas
como Bti e também B. sphaericus (MULLA et al. 1982; WIPFLI AND MERRITT, 1994).
Podemos concluir que este estudo, confirma a eficiéncia de B. cereus como agente larvicida e
de controle bioldgico, corroborando com nossos resultados.

Em nossos ensaios, contudo, os outros isolados do género Bacillus ndo apresentaram
atividade larvicida, 0 que sugere que ndo se tratam de estirpes entomopatogénicas para
dipteros (CHANK et al., 1994).

Tomando como base os valores da DLso durante os quatro dias de bioensaio, o isolado
Bacillus cereus (1C1-1), se mostrou 0 menos efetivo, uma vez que apresentou os valores
absolutos da DLso, 500 vezes inferior da obtida no isolado de maior toxicidade
Chryseobacteirum indologenes (POOL 4D) no quarto dia (Tabela 6).

Segundo a interpretacdo a respeito do controle biolégico de insetos vetores, a
especificidade do inseto alvo e o estreito espectro de acdo das cepas bacterianas larvicidas,
utilizadas em nosso estudo, sdo muito importantes. Pois, apesar de Bacillus cereus ter
apresentado atividade larvicida alta no presente estudo, exibiu uma toxicidade baixa contra
larvas de segundo estagio de Ae. aegypti (Rockfeller).

O canibalismo foi observado nos bioensaios com os isolados bacterianos que obtiveram
elevada mortalidade como Bacillus cereus (1C1-1), Chryseobacterium cucumeris (27D12) e
Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), quando em contato com as larvas de Ae. aegypti
(Rockefeller). Koenraadt e Taken (2003), mostraram em seu estudo que varios fatores bioticos,
como por exemplo parasitas e patogenos, além dos fatores abidticos, como temperatura e
alcalinidade, podem afetar as condicdes das larvas de mosquitos em habitats aquaticos. Essas
condi¢cdes podem causar estresse e competicdo extrema entre larvas que estdo ocupando o
mesmo local. Os resultados dos nossos bioensaios sugerem fortemente que essas bactérias pode
causar canibalismo entre as larvas.

Ainda que esse estudo tenha evidenciado isolados bacterianos promissores no controle
bioldgico de larvas do mosquito Ae. aegypti, serdo realizados estudos complementares para a
avaliacdo do seu real potencial de uso para esse fim, como: identificacdo dos mecanismos de
acao, avaliacdo da viabilidade em um espectro maior de concentracGes, avaliagéo de atividades

sinérgicas com outros controles, inferir a eficiéncia sob diferentes fatores abioticos, dentre
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outros. Alguns estudos realizados por Dua et al., 2002 e Scott et al., 2008, demonstraram que
a microbiota intestinal de linhagens bacterianas resistentes a inseticidas é um recurso rico para
o isolamento de bactérias que sdo capazes de degradar inseticidas e uma ferramenta promissora
para a exploracédo biotecnoldgica em programas de biorremediacéo.

Diversas pesquisas brasileiras vém desenvolvendo trabalhos utilizando metabolémica,
0s quais visam analisar qualitativamente e quantitativamente o conjunto metabolitos que podem
ser produzidos ou modificados por um determinado organismo. Uma vez que se identifica
parcial ou completamente os metabolitos primarios e secundarios de um organismo, é possivel
identificar biomarcadores de um determinado fendtipo de interesse. (HALL, 2008; SAITO;
DIXON; WILLMITZER, 2016). A metabolémica tem sido empregada em diversas areas como
medicina, nutri¢do, farmacia, e principalmente nas areas de quimica, biologia e na agricultura.

Levando em consideracéo a caréncia de bibliografia pertinente sobre controle bioldgico
de mosquitos utilizando bactérias, temos uma lacuna a ser preenchida e um 6timo potencial a
ser explorado. Para isso, sdo necessarios diversos estudos de prospeccdo de novos produtos

capazes de abranger mais alternativas no controle de vetores.

6 Conclusao

O alto interesse em identificar bactérias cultivaveis que sdo associadas a mosquitos
vetores de doencas, estdo sendo cada vez mais estudados devido a esses microorganismos
possuirem uma alta capacidade de bloguear o desenvolvimento desses insetos, 0s quais podem
transmitir diversas doencas.

As andlises fenotipicas proporcionaram a caracterizacdo de 26 isolados bacterianos,
sendo representados por 53,85% gram positivos e 46,15% gram negativos;

As analises moleculares desse trabalho, permitiram a caracterizacdo de 26 linhagens
bacterianas, sendo identificados dez géneros bacterianos: Bacillus, Chryseobacterium,
Curtobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas,
Staphylococcus, Stenotrophomonas. Contudo, das 26 linhagens houve muitas similaridades
entre as sequéncias, dificultando a identificagdo em nivel de espécies de algumas bactérias.

Dois isolados do género Chryseobacterium, apresentaram atividade larvicida acima de
50% contra larvas de Ae. aegypti (Rockfeller), sendo bastante promissores para futuramente
serem utilizado como controle vetorial. Entretanto, outros dois isolados também identificados

como sendo do género Bacillus e Chryseobacterium, ndo apresentaram atividade larvicida
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acima de 50%, sugerindo investigagdes mais detalhadas.

Um isolado do género Bacillus, sendo identificado como Bacillus cereus (1C1-1),
apresentou atividade larvicida acima de 50 %.

O isolado bacteriano Chryseobacterium indologenes (POOL 4D), apresentou maior
letalidade frente as larvas de Ae. aegypti (Rockfeller) com DLso (1,67096; 0,485557;
0,2777501; 0,00342258), apbés 24, 48, 72, 96 horas de exposicdo respectivamente,
demonstrando ser o mais promissor para ser utilizado no controle do mosquito Aedes aegypti.

Os isolados que apresentaram atividade larvicida deste trabalho possuem alto potencial
para o desenvolvimento de alternativas de biocontrole do mosquito Ae. aegypti e outros vetores
de doengas.
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8 Anexo 1:

Técnica de Coloracdo de Gram.

Preparacao do esfregaco:

1. Depositar uma gota do crescimento bacteriano em Caldo Nutriente (Difco) sobre uma lamina
limpa e seca; 2. Espalhar o material foi sobre a lamina, procurando obter um esfregaco fino;
Deixar a lamina secar a temperatura ambiente;

Passar a lamina de 2 a 3 vezes pela chama do bico de Bunsen para fixar o esfregaco;

Deixar a lamina esfriar a temperatura ambiente.

Coloracéo das Células Bacterianas:

1.Cobrir o esfregaco com a solucédo Violeta de Genciana (Anexo 1) e aguardar durante 1 minuto;
2.Adicionada a solucédo de Lugol (Anexo 1) e esperar por mais 1 minuto;

Escorrer as duas solucdes da lamina por inclinagéo;

Gotejar 10 mL de alcool sobre o esfregaco; 5.Lavar a lamina rapidamente com agua;

6.Cobrir o esfregaco com Fucsina (Anexo 1) e aguardar durante 30 segundos; 7.Lavar a lamina

novamente com agua e secar com papel de filtro.

Bacterioscopia:
Observar o esfregaco contido na lamina ao microscopio Optico, utilizando a lente objetiva de
imersdo (100 X) e uma gota de 6leo de cedro (Merck). Como resultado, as bactérias Gram-

positivas sdo visualizadas coradas em roxo e as bactérias Gram-negativas coradas em vermelho.
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