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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,

14


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

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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