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RESUMO

A maléria é uma doenga responsavel por milhares de mortes no mundo a cada ano. Os agentes
etioldgicos sdo protozoarios do género Plasmodium que sdo transmitidos pela fémea de
mosquitos do género Anopheles, considerada vetor nessas condigcdes. Apesar de Varias
medidas serem empregadas para o controle da malaria e também de diversos programas
internacionais de controle sendo implantados, com o foco sempre voltado aos mosquitos
vetores, que a cada década apresentam acentuadas resisténcias aos inseticidas convencionais,
a doenga continua a ser muito frequente e apresenta milhares de casos, fato este que acarreta
na busca de novos métodos de controle do mosquito vetor. Pesquisas com base em controle
bioldgico, utilizando micro-organismos, vém se tornando alternativas para o controle desses
vetores de forma mais frequente. Pouco se conhece a respeito de comunidades microbianas
que convivem em simbiose com as larvas de anofelinos. Conhecer e entender as funcdes da
diversidade de bactérias que vivem associadas ao vetor da malaria, possibilitard entender
como as relagbes entre bactérias, insetos e protozoario acontecem e inumeras pesquisas
poderdo se utilizar dessas informacdes para futuros trabalhos com a finalidade de controlar
esta doenca no mundo. Metodologias moleculares contribuem para esse desenvolvimento de
analises da diversidade microbiana e podem revelar um cenario da distribuicdo de bactérias no
habitat natural de procriagdo larval do vetor da malaria. Este estudo teve por objetivo fazer
uma analise comparativa de grupos bacterianos cultivaveis associados a larvas e pupa de
Anopheles darlingi e seu habitat no Municipio de Coari e Manaus no Estado do Amazonas.
Foram realizadas coletas no municipio de Coari e Manaus. As bactérias foram inoculadas e
purificadas em meios seletivos. Foram realizadas extracdes de DNA e a identificacdo foi
realizada a partir da amplificacdo e sequenciamento do fragmento do rDNA 16S. Neste
estudo, foram isoladas 1.845 bactérias do Municipio de Coari e Manaus. Foram identificadas
entre as amostras de agua, larva de 3° e 4° estadio e pupa de A. darlingi, 46 diferentes
espécies de bactérias de 23 géneros pertencentes aos filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, e Bacteroidetes. As espécies Bacillus sp., Chromobacterium sp.,
Chromobacterium violaceum, Bacillus thuringiensis e Pseudomonas sp apresentaram a maior
porcentagem dos isolados obtidos. Foi obtida uma colecdo que se torna o passo inicial para
um estudo promissor de controle da malaria envolvendo bactérias associadas a A. darlingi e
seu hébitat na Regido Amazbnica Brasileira. O proximo passo sera utilizar os isolados
identificados neste estudo em trabalhos que visam compreender a relacdo das bactérias com o
parasita da maléria no intestino médio do mosquito A. darlingi.

Palavras-chave: Microbiota bacteriana - Anopheles darlingi — malaria — Amazonia.



ABSTRACT

Malaria is a disease responsible for thousands of deaths worldwide every year. The etiologic
agents are protozoa of the genus Plasmodium that are transmitted by female Anopheles
mosquitos, considered vector in these conditions. Despite several measures are employed to
control malaria and also of many international control programs being implemented, with the
focus always returned to mosquito vectors, which each decade exhibit marked resistance to
conventional insecticides, the disease remains very common and It presents thousands of
cases, a fact that leads to the search for new vector mosquito control methods. Research based
on biological control using micro-organisms, are becoming alternatives for controlling these
most frequent form of vectors. Little is known about microbial communities that live in
symbiosis with the larvae of Anopheles. Know and understand the functions of the diversity
of bacteria that live associated with the malaria vector, will allow to understand how the
relationship between bacteria, insects and protozoa happen and extensive research may be
used such information for future work in order to control this disease in the world. Molecular
methodologies contribute to this development analysis of microbial diversity and can reveal a
scenario of the distribution of bacteria in the natural habitat of larval breeding of the malaria
vector. This study aimed to make a comparative analysis of cultivable bacterial groups
associated with larvae and pupae of Anopheles darlingi and their habitat in the city of Coari
and Manaus in Amazonas state. Sampling was carried out in the city of Coari and Manaus.
Bacteria were inoculated and purified in selective media. DNA extractions were performed
and the identification was carried out from the amplification and sequencing of the 16S rDNA
fragment. In this study, 1,845 were isolated bacteria from the city of Coari and Manaus. They
were identified from water samples, 3rd and 4th larval and pupal stages of A. darlingi, 46
different species of bacteria belonging to 23 genera phyla Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes and Bacteroidetes. The species Bacillus sp., Chromobacterium sp.,
Chromobacterium violaceum, Bacillus thuringiensis and Pseudomonas sp had the highest
percentage of isolates obtained. It was obtained a collection that makes the first step towards a
promising control study involving malaria bacteria associated with A. darlingi and their
habitat in the Brazilian Amazon region. The next step will be to use the isolates identified in
this study work aimed at understanding the relationship of bacteria with the malaria parasite
in the midgut of the mosquito A. darlingi.

Keywords: Bacterial microbiota - Anopheles darlingi - Malaria - Amazon.
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INTRODUCAO

A malédria € uma doenca infecciosa, causada por protozoarios do género
Plasmodium Machiafava e Celli, 1983, transmitida ao homem pela picada da fémea
contaminada do mosquito do género Anopheles Meigen, 1818, considerada vetor nessas
condigdes (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Trata-se de uma doenga que causa grandes impactos negativos a saude publica e
a economia, em suas areas de ocorréncia. De acordo com o relatério mundial da malaria
de 2014 da Organizagdo Mundial da Saude, cerca de 3,3 bilhdes de pessoas vivem em
areas de risco, situadas em regiGes tropicais do planeta em 2013 e estima-se que 198
milhdes de casos de malaria ocorreram no mundo com um namero de 584.000 obitos e
que essa enfermidade prevalece em 104 paises, dos quais 35 estdo no Continente
Africano, que apresenta 0 maior nimero de casos correspondendo por cerca de 90% de
todas as mortes por malaria no mundo, onde as criangas com idade menores de 5 anos
representam 78% de desse total (WHO, 2014).

No Brasil, atualmente, a malaria ocorre com maior incidéncia na Regido
Amazonica, onde residem cerca de 19 milhdes de pessoas, 0 que corresponde a 12% da
populacdo do pais. A dispersdo desta doencga nesta regido assumiu maior importancia
epidemiol6gica a partir da década de 60, quando foram construidas importantes
rodovias interligando a regido norte a outras regides do pais (TADEI et al., 1998).

Na Amazodnia as condi¢des tropicais da regido favorecem a formacdo de
inimeros criadouros, propiciando a proliferacdo de mosquitos. Além disso, o ciclo
hidroldgico da regido, no qual se identificam os periodos do pulso das enchentes e da
vazante, apresenta fatores que potencializam as condicGes de reproducdo de mosquitos
vetores de doencas. Em decorréncia das alteracdes provocadas por estes fatores
ambientais, além do aumento na densidade populacional dos vetores, 0s nimeros
registrados de maldria insistentemente persistem por toda a regido (TADEI et al., 1998,
2010; WOLFARTH, 2011).

Em relagdo aos anofelinos na regido amazonica, Anopheles darlingi Root, 1926,
do subgénero Nyssorhynchus Blanchard, 1902, se destaca como o principal vetor da
maléria. Esta espécie de mosquito € de grande ocorréncia no norte do pais. Outros

anofelinos também sdo vetores desta doenca na regido, os quais podem apresentar maior
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ou menor importancia no processo de transmissdo. Cita-se, por exemplo, Anopheles
albitarsis |.s. Lynch-Arribalzaga, 1878, que mostra, também, uma ampla distribuicéo na
Amazonia (TADEI et al., 1998, 2007).

Apesar de varias medidas serem empregadas para o controle da malaria e
também de diversos programas internacionais de controle sendo implantados a cada
ano, com o foco sempre voltado aos mosquitos vetores, que a cada década apresentam
acentuadas resisténcias aos inseticidas convencionais, a doenca continua a ser muito
frequente e apresenta muitos casos na Regido Amazénica do Brasil a cada ano, fato este
que acarreta na busca de novos métodos de combate a esta enfermidade (HILL et al.,
2005; RIEHLE et al., 2007; COUTINHO-ABREU et al., 2009). (WHO 2014).

Nos Ultimos anos, varios experimentos realizados validaram a ideia de que
micro-organismos presentes em mosquitos vetores da malaria podem ser geneticamente
modificados para inibirem o desenvolvimento do plasmédio e tornarem-se vetores
refratarios a transmissdo da malaria (ITO et al., 2002; RIEHLE et al., 2007; SMITH et
al., 2013).

Estes experimentos referem-se a paratransgenesis, que consiste na transformacéo
genética de uma bactéria, tipicamente um endossimbionte do vetor, visando produzir
moléculas antiparasitarias, de forma a inibir o desenvolvimento de protozoérios
responsaveis pelas mais variadas doengas que acometem o ser humano (CONTE, 1997;
BEARD et al., 2002; WANG, S. 2012).

Kampfer et. al (2006), detectaram uma nova espécie de bactéria no instestino
médio de larvas de Anopheles arabiensis e constataram que ela é prevalente em varias
espécies do género Anopheles vivendo, tanto no intestino médio de larvas quanto nos de
adultos e que esta petencente ao género Thorsellia cuja espécie é Thorsellia anopheles.

Briones et. al (2008) estudando a regido central do Quénia, em lagos rasos que
cultivam plantacGes de arroz, onde as larvas de anofelinos eram encontradas, também
detectaram T. anophelis e por meio de caracterizagdes fisiologicas constataram,
também, que ela estd bem adaptada ao intestino médio de fémeas de Anopheles
gambiae, utilizando o sangue como forma de tolerar as condic¢Ges alcalinas neste
ambiente e persistindo por toda a metamorfose do mosquito.

Uma outra linha de pesquisa, que esta voltada para o estudo da interacdo entre

bactérias endossimbiontes do mosquito e os plasmdédios também vem se tornando
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promissora para o controle da malaria no mundo. Dong et al (2009) examinaram a
influéncia da flora bacteriana do intestino médio do mosquito sobre parasita da malaria
por meio de uma série de ensaios de infeccdo em conjunto com anélises de gendmica
funcional e detectaram que a microbiota esta diretamente relacionada na competéncia
vetorial exercendo um papel protetor contra os parasitas da malaria, reduzindo,
significativamente, 0 nimero de oocistos no intestino médio de fémeas dos anofelinos
testados.

Técnicas moleculares, que envolvem a amplificacdo por PCR da regido DNA
16S com posterior clonagem e sequenciamento, sdo fundamentais para a identificacdo
dessa diversidade de bactérias que vivem associadas aos mosquitos vetores da malaria
na Regido Amazonica do Brasil (LINDH et al., 2005; PEIXOTO, 2009).

No entanto, a microbiota do habitat aquéatico e larval dos vetores da malaria é
pouco conhecida e poucos estudos tém sido realizados sobre o assunto (PUMPUNI et
al., 1996; GONZALEZ-CERON et al., 2003; LINDH et al., 2005; FAVIA et al., 2007).

Portanto, este estudo teve por objetivo identificar grupos de bactérias cultivaveis
associadas a Anopheles darlingi Root, 1926, e seu habitat nos municipios de Coari e

Manaus do Estado do Amazonas.
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REVISAO DA LITERATURA
Ciclo de vida do Anopheles darlingi

Sdo insetos holometébolos, isto é, apresentam metamorfose completa em seu
ciclo evolutivo. Desse modo apresentam, como qualquer culicideo, duas fases no seu
ciclo de vida: a aquatica, que inclui trés estagios de desenvolvimento: ovo, larva (quatro
instar larvais), pupa e a terrestre, que corresponde ao mosquito adulto (CONSOLI-
OLIVEIRA, 1994).

Ovo

Os ovos de A. darlingi possuem aspecto alongado e simetria bilateral. Seus
flutuadores laterais permitem que os mesmos se desloquem para as margens do
ambiente aquatico onde sdo postos na lamina d’agua (CONSOLI-OLIVEIRA, 1994). O
nimero de ovos depositados em cada postura varia em média de 75 a 150 ovos. O
tempo de eclosdo varia de 2 a 3 dias, dependendo da temperatura (FORATTINI, 1973,;
OLIVEIRA-FERREIRA et al., 1992).

- 7 ¥
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Figura 1: Ovos de A. darlingi
Fonte: planetainvertebrados.com.br

Larva

As larvas de A. darlingi possuem o abdome semicilindrico com oito segmentos
(CONSOLI-OLIVEIRA, 1994; FLEMING, 1992). Em geral, elas precisam de sete a dez
dias para o desenvolvimento, mas isso pode variar por fatores abidticos como

temperatura, luz e salinidade, e bidticos como o0s vegetais, 0s predadores e a
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disponibilidade de alimentos (CONSOLI-OLIVEIRA, 1994). Possuem um aparelho
espiracular localizado dorsalmente, a placa respiratoria (FORATTINI, 2002). As larvas
sdo facilmente reconhecidas por sua posi¢cdo de repouso, paralela a superficie da agua
(FLEMING, 1992). Seus habitats sdo variados e as espéecies neotropicais usam agua de
lagos e margens de corpos d’agua (FLEMING, 1992; FORATTINI, 2002; FORATTINI,
1973).

Figura 2: Larvas de A. darlingi
Fonte: planetainvertebrados.com.br

J by

Pupa

A fase de pupa pode durar de 1 a 3 dias, as pupas nao se alimentam e precisam
entrar em contato com a superficie da &gua para respirarem devido a posicdo das
trombetas respiratorias, que se projetam para cima a partir do térax (CONSOLI-
OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; FORATTINI, 1973). Das pupas emergem 0s
adultos e nesta fase é que ocorre 0 maior processo de metamorfose, quando deixam de
ser aquaticas para se tornarem aladas. As pupas dos machos sdo um pouco menores que

as das fémeas e os machos adultos emergem antes que as fémeas (FLEMING, 1992).

Figura 3: Pupas de A. darlingi
Fonte: planetainvertebrados.com.br
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Adulto

O corpo dos adultos é nitidamente dividido em cabeca, torax e abdome. Na
cabeca encontram-se 0s principais 6rgaos dos sentidos, como os olhos, as antenas e 0s
palpos. No torax estdo os apéndices especializados na locomocao, isto €, as pernas e as
asas. O abdome abriga a maior parte dos 6rgdos internos, como o aparelho reprodutor,
digestivo e excretor (FORATTINI, 2002). Machos e fémeas se alimentam de néctar e
frutos danificados, mas s6 a fémea se alimenta de sangue animal para fornecer proteinas
para 0s seus ovos. O macho é atraido pela fémea utilizando suas antenas que atuam
como receptores de som e o reconhecimento espécie-especifico se da pelo bater de asas
e acasala normalmente durante o voo. Apos a copula, a fémea alca voo a procura de
sangue atraves de estimulos sensoriais, tais como odor e o dioxido de carbono. Apds a
realizacdo do repasto sanguineo, ela entdo procura um lugar de repouso que pode ser
proximo ao local do repasto ou distante, podendo apresentar comportamento endéfilo
(repousam dentro das casas apds hematofagia) ou exofilo (repousam fora das casas apds
a hematofagia). As proteinas presentes no sangue auxiliam na maturacdo dos ovarios e
desenvolvimento dos ovos. A oviposicdo geralmente ocorre no periodo noturno
(FORATTINI, 2002).

Rl b i e e T
Figura 4: Adulto A. darlingi
Fonte: planetainvertebrados.com.br

O habitat aquéatico juntamente com pupas os estadios larvais 3° e 4° de A.

darlingi foram utilizados para a realiza¢do desse estudo.
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Agente etioldgico da malaria

Os parasitas causadores da maléria sdo protozoarios do género Plasmodium spp.
pertencentes a classe Sporozoa do filo Apicomplexa. Realizam seu ciclo assexuado em
hepatocitos e hemécias de vertebrados (intrinseco), e parte do ciclo sexuado nos
anofelinos (extrinseco) (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Nos mosquitos, as fases do ciclo de desenvolvimento do plasmodio envolvem
etapas criticas dentro do intestino, um ambiente que partilha com bactérias onde os
ambientes fisicos (membranas, receptores), bioquimicos (proteases, quitinases) e
fisiologicos (fatores imunolégicos), funcionam como barreiras que protegem o inseto
contra o parasita (SINDEN, 2002).

Existem mais de 100 espécies de Plasmodium que podem infectar varias
espécies de animais diferentes, mas somente cinco espécies sdo reconhecidas com
capacidade de contaminar seres humanos na natureza. Plasmodium falciparum Welch,
1897, é encontrado em todo mundo em areas tropicais e subtropicais, 0 Plasmodium
vivax Grassi e Feletti, 1890 é encontrado principalmente na Asia, América Latina e em
algumas partes da Africa, o Plasmodium ovale Stephens, 1922, é encontrado
principalmente na Africa (Africa Ocidental), o Plasmodium malariae Feletti e Grassi,
1889, encontrado em todo o mundo e Plasmodium knowlesi Sinton e Mulligan, 1932,
que provoca a malaria em primatas, geralmente observado no Sudeste Asiatico (REY,
2001; FERREIRA et al., 2003; CDC, 2010).

P. falciparum Welch, 1897 P. vivax Grassi e Feletti, 1890
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Figura 5: Protozoéarios do género Plasmodium Machiafava e Celli, 1983
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Ross (1898) publicou a primeira descricdo da esporogonia de plasmadios que lhe
rendeu o Prémio Nobel em 1902. GRASSI et. al (1899), descreveram o ciclo
esporogdnico de P. falciparum que, como as demais espécies de plasmddios humanos,
realiza sua esporogonia em mosquitos do género Anopheles (FERREIRA et al., 2003).

As espécies de Plasmodium possuem um ciclo de vida complexo. Ao picar uma
pessoa, a fémea infectada do mosquito inocula, juntamente com sua saliva, as formas
infectantes do Plasmodium, isto €, os esporozoitas. Para sugar o sangue, 0S insetos
buscam com a extremidade de suas pecas bucais o interior de um vaso, entdo 0s
parasitos sdo injetados diretamente na corrente sanguinea do vertebrado e em cerca de
30 minutos invadem os hepatdcitos. Apo6s esse tempo j& ndo ha mais esporozoitos na
corrente sanguinea. Os esquizontes que se formam no figado dao lugar a milhares de
elementos filhos, 0s merozoitas. A esquizogonia pré-eritrocitica dura cerca de seis dias
no caso de P. falciparum, cerca de oito dias no caso de P. vivax, de nove dias para P.
ovale e de 12 a 16 dias para a evolucdo de P. malariae. As células parasitadas do figado
ficam muito distendidas e alteradas, acabando por romper-se, liberando 0s merozoitas
na corrente sanguinea. Muitos destes sdo fagocitados e destruidos pelas células de
Kupffer, outros sobrevivem, invadem as hemacias e dao inicio ao segundo ciclo de
reproducdo assexuada dos plasmadios, o ciclo hemaético ou ciclo eritrocitico. A duragdo
deste estagio eritrocitico depende da espécie do parasita, sendo de 48 horas para P.
falciparum, P. vivax e P. ovale e de 72 horas para P. malariae (REY, 2001; CDC,
2010).

O desenvolvimento intraeritrocitico do parasito se da por esquizogonia, com
consequente formacdo de merozoitos, que se multiplica por divisdo binaria, até serem
liberados na corrente sanguinea apds ruptura do eritrocito, para em seguida invadirem
novos eritrocitos. Depois de algumas geracdes de merozoitos sanguineos, algumas
formas se diferenciam em estagios sexuados, 0s gametocitos, que ndo mais se dividem,
mas seguem o seu desenvolvimento no mosquito vetor (BRASIL, 2001).

Os microgametocitos e macrogametocitos masculinos e femininos,
respectivamente, permanecem na corrente sanguinea até serem ingeridos por uma fémea
do mosquito, durante um repasto sanguineo. Dentro do intestino delgado do mosquito,
0s gametocitos sofrem rapida divisdo celular, um processo conhecido como

exoflagelacéo, que resulta na formagéo de oito gametas masculinos ou microgametas.
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Os gametocitos femininos transformam-se em macrogametas. A fusdo dos
microgametas e macrogametas resulta na formagéo do ovo ou zigoto. Em poucas horas,
0 zigoto transforma-se em um estagio movel alongado chamado oocineto, que atravessa
a parede do intestino e origina cistos em sua parede exterior, o oocisto. No interior do
oocisto, ocorre uma divisdo meidtica seguida de varias divisdes mitdticas, resultando na
formacdo de milhares de esporozoitos hapldides. Ao final deste processo, 0 oocisto se
rompe e 0s esporozoitos migram para as glandulas salivares dos mosquitos. Durante 0s
préximos repastos sanguineos, eles serdo injetados na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. O ciclo esporogdnico no mosquito dura entre 10 e 17 dias (FERREIRA et
al. 2003, CDC, 2010).

Caracteristicas gerais das bactérias

As bactérias sdo um grande grupo de micro-organismos procariotos,
constituindo 0s menores seres vivos e 0s mais simples estruturalmente, embora
complexos e diversificados do ponto de vista bioquimico e metabdlico. Apresentam-se,
na natureza, em formas variadas (cocos, bacilos, espirilos, vibrides entre outros) e sdo
cosmopolitas, predominantes em habitats diferenciados, contribuindo, principalmente,
para reciclagem de compostos organicos, sendo consideradas como parte chave na
maioria dos ecossistemas naturais (CARVALHO, 2008; MALAJOVICH, 2009).

Grande parte das bactérias se reproduz de forma assexuada, por um processo
chamado divisdo binéaria, também conhecida como cissiparidade ou biparti¢do. Em
condicBes adequadas, uma bactéria pode se dividir em até 30 minutos. Apds 15 horas, 0
namero de bactérias pode chegar a 15 milhdes sendo considerada uma reproducao
extremamente rapida. Alguns géneros de bactérias se reproduzem de forma sexuada.
Por meio de um processo conhecido como conjugacdo bacteriana, as bactérias sdo
capazes de trocar material genético. Neste processo, uma bactéria doadora passa uma
pequena quantidade de DNA para uma bactéria receptora através de um orificio. Outra
forma de ocorréncia de variacdo no material genético é através da mutacdo génica
(HAWKER et al., 1960; MALAJOVICH, 2009).

Por meio de suas atividades, controlam e influenciam todos os aspectos do

funcionamento da biosfera. Possuem uma grande variedade de vias metabdlicas
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compreendendo organismos heterotroficos e organotréficos, degradadores de compostos
organicos; quimiotrdficos e litotroficos que usam compostos inorganicos como fonte de
energia; e ainda os fototréficos que utilizam a luz como fonte de energia no
metabolismo (CANHOS et al., 1999).

Nos ambientes onde estdo inseridas, as bactérias mantém relacfes simbidticas
com 0s mais variados seres vivos, contribuindo para a harmonia ecoldgica do local e
trazendo, na maioria das vezes, beneficios, incluindo a suplementacdo de nutrientes,
aperfeicoamento dos mecanismos digestivos, tolerancia de perturbacGes ambientais e
protecdo contra parasitas (WEISS & AKSOY, 2011; ENGEL & MORAN, 2013;
NARTEY, et al. 2013).

Milhares de bactérias vivem associadas a larvas e adultos de insetos vetores de
doencas, como a maldria, onde a maioria das funcdes dessa relacdo ainda sdo
desconhecidas pela comunidade cientifica e sdo alvos de estudos inovadores que visam
bloquear o desenvolvimento de Plasmodium no interior do intestino médio de
mosquitos. (VILLEGAS & PIMENTA, 2014).

Estudos recentes relatam que insetos abrigam um surpreendente ndmero de
microrganismos bacterianos simbiontes, vivendo no trato intestinal de larvas e de
adultos, onde apresentam impactos significativos em sua fisiologia (BACKHED et al.,
2005; LINDH et al., 2005; GUSMAO et al., 2010; ITURBE-ORMAETXE et al., 2011;
CONTIl et al., 2012; CHAVSHIN et al., 2012).

Diversidade de bactérias e seu potencial metabdlico associado aos insetos.

O estudo da biodiversidade genética microbiana tem proporcionado novos
conhecimentos sobre a composicdo de comunidades e suas intera¢fes ecoldgicas o que
permite também a compreensdo do funcionamento dos mais variados ecossistemas a
prospeccdo de novos genes para a pesquisa aplicada (CARDOSO et al., 2011;
CARDOSO et al., 2010).

RelacBes simbioticas entre insetos e bactérias intestinais tém sido
extensivamente estudadas para tentar elucidar os mecanismos referentes as relacdes de
associagdo entre estes individuos. A diversidade de microrganismos que habitam o

intestino desses artropodes € ampla, devido a grande variedade de grupos de insetos,
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resultando em diferentes estruturas e funcdes do intestino. No intestino ocorre grande
incidéncia de organismos simbiontes, provavelmente por ser um ambiente rico em
nutrientes, e possibilitar a ocupagdo e colonizacdo por diversos grupos de
microrganismos (Rani et al., 2009).

Um numero limitado de bactérias que habitam corpos de insetos consegue
estabelecer niveis de relagBes mutualisticas, elas desenvolvem uma multiplicidade de
estratégias para invadir o hospedeiro, para superar suas respostas imunes, para infectar e
mata-lo. Estes mecanismos que levam a estas interacdes vém de origem antiga e passam
por um desenvolvimento ao longo de um processo de co-evolucdo (VILCINSKAS,
2010).

Levando em conta esses aspectos, variedades de toxinas inseticidas séo
produzidas pelo processo de esporulacdo das bactérias entomopatogénicas. Neste
sentido, toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) formadas em corpos
de inclusbes paraesporais, sdo normalmente muito especificas a uma gama de
organismos alvos, enquanto em outros casos, outras bactérias produzem metabdlitos que
mostram um espectro inseticida mais amplo (DE MAAGD et al., 2003).

O dominio das bactérias entomopatogénicas tem tradicionalmente sido
representadas por membros da familia Bacillaceae, tais como B. thuringiensis,
Lysinibacillus laterosporus Laubach. Assim como os entomopatdgenos pertencentes a
classe Gammaproteobacteria que inclui os entomopatégenos simbiontes de nematoides
Photorhabdus spp. e Xenorhabdus spp. Novas espécies de Betaproteobacteria mostram
propriedades de largo espectro inseticida. Este grupo inclui cepas especificas de
Burkholderia spp. e Chromobacterium ssp. Por fim, certas espécies de Actinobacteria
ganharam interesse cientifico e comercial elevado em relacdo a producdo de uma
variedade de metabolitos que atuam como potentes inseticidas. Este é caso de 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 metabolitos inseticidas é esperado no futuro proximo (LACEY et al., 2001; GLARE et
al., 2012).

Segundo Cirimotich et al.,, 2011, a microbiota intestinal pode fornecer

mecanismos de defesa para 0 mosquito contra agentes patogénicos invasores de forma
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natural, isto pode ser feito por meio de aumento da sua resposta imune impedindo o
desenvolvimento de parasitas.

Experimentalmente, a biotecnologia pode ser empregada na genética de
microrganismos para expressar moléculas efetoras que inibem o crescimento e
desenvolvimento do parasita utilizando bactérias por exemplo (CIRIMOTICH et al.,
2011).

A disseminacdo de micro-organismos por insetos representa 0 meio por onde
possiveis bactérias geneticamente modificadas se espalhardo nos ambientes de criacao
de anofelinos. Considerando que 0s mesmos sejam vetores passivos que podem
transmitir microrganismos por trés interacfes especificas: transporte no corpo,
regurgitacdo e defecacdo. Isso permite que se estudem 0s mecanismos que garantem a
persisténcia e a transmissdo desses microrganismos, podendo permitir 0o
desenvolvimento de estratégias de interacGes patdgeno-hospedeiro para prevencdo de
doengas infecciosas. (RAHME et al., 1997; ABALLAY & CAUSUBEL 2002)

Estudo da regido rDNA 16S de procariotos

Por meio do estudo da molécula de rDNA 16S pode-se conhecer e analisar uma
intensa diversidade microbiana de habitats diferentes. Esta molécula possui regifes
extremamente conservadas entre grupos filogeneticamente relacionados, tem um
comprimento de cerca de 1.500 nucleotideos, o que facilita 0 seu manuseio e deriva de
um ancestral comum (COENYE et al., 2005).

Uma vez extraido o DNA de bactérias isoladas, amplificando as regides
conservadas de interesse no estudo por meio de PCR, utilizando iniciadores especificos
para a sequéncia de rDNA 16S e feito o sequenciamento, podem ser realizadas anélises
por meio de bioinformatica. A classificacdo taxonémica € obtida alinhando-se e
comparando-se com sequéncias depositadas em bancos de dados genéticos, como 0
“GeneBank” utilizando a ferramenta BLAST do ‘“National Center for Biotecnology
Information”(NCBI) e também podem ser comparadas com o banco de dados do
“Ribossomal Database Project”(RDP).
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OBJETIVOS

Geral

Fazer uma anélise comparativa de grupos bacterianos cultivaveis associados a
larvas e pupa de A. darlingi e seu habitat no Municipio de Coari e Manaus no Estado do

Amazonas.

Especificos

» Isolar e purificar grupos de bactérias associadas ao habitat aquatico, as larvas de
3°e 4° estadios e pupa de A. darlingi;

» Sequenciar o gene 16s rDNA dos grupos de isolados bacterianos associados ao
habitat aquético, as larvas e pupa de A. darlingi;

» Comparar por meio de analises estatisticas 0s grupos bacterianos identificados
nos locais de estudo;

» Estabelecer colecdo de bactérias associadas ao habitat aquatico, larvas e pupa de

A. darlingi.
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RESUMO

A importancia da identificacdo de bactérias simbiontes a mosquitos vetores de doencas
se deve aos fatos de que as mesmas controlam a proliferacdo de parasitas no intestino
médio do inseto e poder ser submetidas a paratransgenesis, uma alternativa promissora
que pode ser utilizada contra a malaria. O principal vetor da malaria na Regido Norte do
Brasil, Anopheles darlingi Root, 1926, apresenta uma microbiota bacteriana simbionte a
ser elucidada. Este trabalho teve por objetivo obter um perfil de bactérias associadas a
A. darlingi com potenciais para a paratransgenesis. Foram realizadas coletas no
municipio de Coari e Manaus. As bactérias foram inoculadas e purificadas em meios
seletivos. Foram realizadas extracfes de DNA e a identificacdo foi realizada a partir da
amplificacdo e sequenciamento do fragmento do rDNA 16S. Neste estudo, foram
isoladas 1.845 bactérias do Municipio de Coari e Manaus. Foram identificadas entre as
amostras de agua, larva de 3° e 4° estadio e pupa de A. darlingi, 46 diferentes espécies
de bactérias de 23 géneros pertencentes aos filos  Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, e Bacteroidetes. As espécies Bacillus sp., Chromobacterium
sp., Chromobacterium violaceum, Bacillus thuringiensis e Pseudomonas sp
apresentaram a maior porcentagem dos isolados obtidos. Obteve-se uma visdo do
percentual de bactérias cultivaveis presentes em larvas de A. darlingi e seu habitat
aquatico, com énfase sobre as espécies do género Chromobacterium e Pseudomonas. O
proximo passo serd utilizar estas cepas bacterianas em trabalhos que visam novas
abordagens como a paratransgenesis que visa o blogueio da malaria via intestino médio
do vetor utilizando microrganismos simbiontes.

Palavras-chave: Microbiota bacteriana, Anopheles darlingi, Malaria, Amazonia,
Paratransgenesis
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INTRODUCAO

A maléria é uma doenca que causa grandes impactos negativos a salde publica
em suas areas de ocorréncia. Cerca de 3,3 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco,
situadas em regides tropicais do planeta e estima-se que 198 milhGes de casos de
malaria ocorreram no mundo com um namero registrado de 584.000 6bitos e que essa
enfermidade prevalece em 104 paises [1,2].

As condicOes tropicais do Norte do Brasil favorecem a formacdo de inumeros
criadouros, propiciando a proliferacdo de milhares de mosquitos incluindo Anopheles
darlingi Root, 1926 pertencente ao subgénero Nyssorhynchus Blanchard, 1902, e se
destaca como o principal vetor da maléria nesta regido. [3].

N&o existe vacina para prevenir a malaria. Seu controle vem sendo direcionado
ao vetor utilizando mosquiteiros impregnados e principalmente o uso de inseticidas. No
entanto o0 excesso na utilizacdo desses compostos quimicos vem exercendo selecdo de
insetos resultando no surgimento de ragas resistentes a inseticidas. Neste contexto existe
uma grande necessidade de desenvolver novas abordagens para controlar a malaria [4,
5, 6].

A introducdo de bactérias geneticamente modificadas no intestino médio de
mosquitos causadores de doengas vem se tornando uma das novas alternativas para
bloquear a transmissdo da malaria. Esta nova abordagem é denominada
paratransgenesis [7, 8, 9].

Wang, S et al. [9] introduziram Pantoea agglomerans geneticamente
modificadas no intestino médio de Anopheles gambiae. Estas bactérias produziram uma
variedade de moléculas anti-Plasmodium o que resultou em 98% de reducdo na
populacdo de Plasmodium falciparum dentro do intestino médio do mosquito. Neste
caso P. agglomerans foi isolada a partir do intestino médio de An. gambiae cuja a
geracdo e espécie foram as mesmas utilizadas nos bioensaios, 0 que justifica o sucesso
deste trabalho.

Para que uma bactéria seja adequada na execugdo da paratransgenesis & preciso
avaliar alguns critérios importantes, onde o canditado deve ser simbionte e ser

encontrado em todas fases de desenvolvimento do inseto vetor. [10, 11, 12]. Aqui temos
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uma das justificativas desse trabalho, conhecer a microbidta bacteriana associadas a
anofelinos e seu hébitat aquético.

Além desta abordagem utilizando paratransgenesis, pode ser avaliado também o
potencial natural antimicrobiano de bactérias endossimbiontes de anofelinos. Para se
desenvolver no intestino médio de mosquitos vetores da malaria, os parasitas do género
Plasmodium enfrentam, além da resposta inata do mosquito, a acdo de bactérias
endossimbiontes que criam mecanismos de inibicdo parasitaria, contribuindo para a
diminuicdo consideravel no nimero de parasitos sobreviventes [13], no entanto, esses
mecanismos de inibicdo do parasita ainda ndo foram elucidados [14; 15]. Com tudo,
certas bactérias podem estar atuando na defesa contra diversos parasitas no intestino
meédio de larvas e adultos de insetos.

Cirimoth, C.M [16], identificaram uma bactéria Enterobacter isolada a partir de
populacdes de mosquitos selvagens em Zambia que foi capaz de interferir no
desenvolvimento de P. falciparum antes de invaséo do epitélio do intestino médio. Por
meio da andlise fenotipica foi detectado que o mecanismo anti-Plasmodium necessita de
pequenas populacdes de bactérias replicantes e que é mediada através de uma interacao
independente dos mosquitos com o parasita da malaria. Concluindo que o efeito anti-
Plasmodium é em grande parte causada pela geracdo de bactérias de espécies reativas de
oxigénio.

A composicdo e aquisicdo bacteriana, bem como suas funcdes dentro do
principal vetor da malaria no Brasil, permanecem em grande parte sem resposta. O que
se conhece a respeito destas relacBes simbidticas é que as bactérias podem estar
contribuindo para o equilibrio ecolégico do ambiente aquéatico trazendo, na maioria das
vezes, beneficios para os insetos hospedeiros, incluindo a suplementacdo de nutrientes,
aperfeicoamento dos mecanismos digestivos, tolerancia as perturbacdes ambientais e
protecdo contra parasitas (17). Nesse contexto varios estudos encontram-se em
desenvolvimento e em nimero cada vez crescente com intuito de oferecer novas formas
de controle para a malaria utilizando bactérias endossimbiontes de mosquitos.

Portanto, este estudo teve por objetivo identificar, por meio do rDNA 16S,
grupos de bactérias cultivaveis associadas a larvas de An. darlingi e seu habitat nos
municipios de Coari e Manaus do Estado do Amazonas para serem utilizadas em

trabalhos futuros visando novas abordagens de bloqueio da maléria.
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METODOS

Local de estudo e coleta das amostras

A area de estudo, situada no Estado do Amazonas, compreende 0s municipios de
Coari, localizados na regido central do Estado (S 04°06°43.04 W 63°09°27.98) e (S
03°02°46.90 W 59°52°55.41) respectivamente. As amostras foram coletadas no més de
abril de 2013 em Manaus e julho de 2014 em Coari, em dois lagos caracterizados por
apresentarem grandes procriacdes de anofelinos.

A 4gua foi coletada por meio de uma tela de malha de aco inoxidavel medindo
400 cm?, com um tamanho de malha de 1,25 e 0,36 milimetro de didmetro [18]. As
larvas do mosquito foram coletadas por um tempo de 5 minutos em cada ponto,
utilizando uma concha entomoldgica padrdo, de capacidade volumétrica de 350 mL,
abertura de 11 cm e cabo de manuseio de um metro. Em seguida as larvas foram
transferidas para depositos de plasticos esterilizados e armazenados em isopor com gelo.

Todas as amostras coletadas foram transportadas, em caixas de isopor com gelo,
para o laboratdrio, onde as larvas passaram por assepsia e identificacdo individual em
microscopio estereoscopico, utilizando-se as chaves de identificacdo de [19, 20]. Além
da 4gua, apenas larvas de 3° e 4° estadios e pupa de A. darlingi foram utilizadas neste

estudo.

Isolamento bacteriano a partir das amostras de agua, larvas de 3°e 4° estadios e

pupa de A. darlingi.

As amostras foram isoladas utilizando a técnica do esgotamento por estrias
cruzadas em placas de Petri contendo os meios de cultivo Tryptone Soy Agar (TSA),
Nutrient Agar (NA) e Luria bertani (LB).

As larvas de 3°, 4° estadios e pupa foram lavadas por imersdo em agua estéril e
centrifugadas por 3 minutos a 8.000 rpm. Em seguida, o Pellet foi ressuspendido em
200 pL de Tween 80% diluido a 0,02%, agitado vigorosamente em vOrtex e
centrifugado por 3 minutos a 8.000 rpm, onde 50 pL do sobrenadante foram retirados e

utilizados no isolamento bacteriano. Os isolados encontram-se estocados em freezer -
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80°C em microtubos de 2 mL contendo caldo dos meios descritos anteriormente com

glicerol a 20% (v/v).

Extracdo de DNA gendmico, PCR e sequenciamento do gene 16S rDNA

A extracdo de DNA das culturas foi realizada de acordo com [21], onde a
quantidade ajustada para a reacdo de PCR foi de 1-10 ng/pul.

As reacOes de amplificacdo do gene 16S consistiram em um volume final de 25
puL (1,5 pL MgCI2; 2,5 pL Tampdo 10X; 0,5 pL dNTP; 0,125 uL Tag polimerase;
18,375 pL HO milli-Q; 1 uL DNA e 0,5 uL de cada Primer 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1100R (5-AGGGTTGCGCTCGTT-3’)) ¢
realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O perfil térmico da PCR consistiu de um
ciclo inicial de desnaturacdao a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos como segue:
desnaturacdo das fitas-molde a 94°C por 25 seg, pareamento dos iniciadores a 62°C por
25 seg e extensdo a 72°C por 1 min e 25 seg. Ao final, um ciclo de extensdo a 72°C por
5 min. [22]. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados apds eletroforese
em gel de agarose (0,8%, p/v) e corados com solu¢do de brometo de etidio (0,005%,
p/v), onde o registro das imagens foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye IlI,
Stratagene).

Os fragmentos de rDNA 16S amplificados na rea¢do de PCR, foram purificados
utilizando kit QIAquick™ PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Uma aliquota de 200ng do DNA purificado foi usada
como matriz para as reagdes de sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit de
sequenciamento BidDye Terminator VV 3.1. (Life Tchnologies) e 0,5uM do mesmo
oligonucleotideo utilizado para a reacdo de PCR. As reacdes de sequenciamento foram
precipitadas com etanol, inseridas no equipamento ANI 3500 XL (Applied Biosystems)
para a determinacgé@o das sequéncias. As sequéncias foram analisadas com 0s programas
PHRED/CAP3 disponiveis no site do Laboratorio de Biologia Molecular da UNB.

As sequéncias resultantes foram comparadas com sequéncias bacterianas

depositadas na base de dados do NCBI.
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RESULTADOS

Neste estudo, foram isoladas 1.845 bactérias do Municipio de Coari e Manaus,
reunidas em grupos, de acordo com as semelhancas de suas -caracteristicas
morfologicas, que consistiram na cor da coldnia, textura, forma e coloracdo de Gram,

somando um total de 323 grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Numeros de isolados e grupos bacterianos do ponto 1 e 2 de agua, larvas de 3°e 4° estadio e

pupa do Municipio de Coari e Manaus.

Coari  Manaus  Coari Manaus  Coari Manaus  Coari ~ Manaus Coari Manaus  Total
Agua Larva 3° estadio Larva 4° estadio Pupa Total de isolados
Ponto 1 145 243 76 143 77 86 59 61
Ponto 2 186 179 111 115 83 109 74 98
Total 331 422 187 258 160 195 133 159 811 1.034 1.845
Grupos 53 61 32 48 39 34 25 31 323

Do Municipio de Coari, os isolados somaram um ndmero de 149 grupos e os de
Manaus 174. Foram identificados 182 grupos a partir da amplificacdo e sequenciamento
do fragmento do rDNA 16S, onde 89 corresponderam a Coari e 93 a Manaus. Essa
identificacdo encontrou, entre as amostras de agua, larva de 3° e 4° estadio e pupa de A.
darlingi, 46 diferentes espécies de bactérias de 23 géneros pertencentes aos filos
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, e Bacteroidetes. As espécies Bacilus sp.,
Chromobacterium sp., Chromobacterium violoaceum, Bacillus thuringiensis e

Pseudomonas sp. apresentaram a maior porcentagem dos isolados obtidos (Tabela 2).

Tabela 2: Géneros e espécies de bactérias identificadas nas amostras de Coari e Manaus.

Filo Género/Espécie Agua L3 L4 Pupa Total %
Proteobacteria Acinetobacter nosocomiales 1 2 1 4 2,2
Acinetobacter oleivorans 2 2 11
Acinetobacter calcoaceticus 1 1 0,5
Acinetobacter baumannii 1 1 0,5
Brevumdimonas 1 1 0,5
Chromobacterium sp 5 4 1 13 71
Chromobacterium violoaceum 4 2 3 3 12 6,6
Enterobacter sp 3 2 1 6 33
Klebsiella sp 2 1 3] 1,6
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O filo bacteriano que apresentou maior porcentagem entre todas as amostras
identificadas neste trabalho foi o Proteobacteria que somou 39% do total, seguido do
Firmicutes com 35% (Figura 1).
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i Firmicutes
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Figura 6: Frequéncia dos filos bacterianos identificados nas amostras de Agua, L3, L4 e Pupa de A.

darlingi dos Municipios de Coari e Manaus.

Entre os 23 géneros bacterianos identificados nos grupos, o Bacillus foi

dominante e presente em 21,7% das amostras seguido por Acinetobacter e

Pseudomonas com 8,7% cada (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia dos géneros bacterianos presentes nas amostras identificadas de 182 grupos dos

Municipios de Coari e Manaus.

Género Quantidade %
Acinetobacter 4 8,7
Arthrobacter 2 43
Bacillus 10 21,7
Brachybacterium 2 43
Brevibacterium 2 43
Brevumdimonas 1 2,2
Chromobacterium 2 43
Chryseobacterium 2 43
Enterobacter 1 2,2
Enterococcus 1 2,2
Exiguobacterium 1 2,2
Geobacillus 1 2,2
Klebsiella 1 2,2
Kocuria 1 2,2
Microbacterium 1 2,2
Paenibacillus 2 43
Pseudomonas 4 8,7
Rubrivivax 1 2,2
Serratia 1 2,2
Staphylococcus 1 2,2
Stenotrophomonas 1 2,2
Tatumella 2 43
Tsukamurella 2 43
Total 46 100
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As espécies bacterianas, encontradas compartilhando os dois locais de estudo,
somaram um numero de 46 e corresponderam a 8 géneros; Acinetobacter; Bacillus;
Chromobacterium; Chryseobacterium; Exiguobacterium; Klebsiella; Pseudomonas;

Tsukamurella. (Figura 2).

90
80
70
60 —
50 —
40 S
M Coari
30
M Coari/Manaus
20 /
10 i Manaus
0 ‘
Arthrobacter; Acinetobacter; Bacillus; Brachybacterium;
Enterobacter; Geobacillus; Chromobacterium; Brevibacterium;
Microbacterium; Chryseobacterium; Brevumdimonas;
Rubrivivax; Serratia; Exiguobacterium; Enterococcus; Kocuria;
Staphylococcus; Klebsiella; Pseudomonas; Paenibacillus; Tatumella.
Stenotrophomonas. Tsukamurella.

Figura 7: Comparacdo de Géneros bacterianos encontrados nos Municipios de Coari e Manaus.

Os isolados obtidos em cada ponto ndo apresentaram diferencga significativa
guando comparados estatisticamente. O maior namero correspondeu ao Ponto 1 das
amostras de agua do Municipio de Coari que apresentou 19 isolados identificados
(Tabela 4).

Tabela 4: Comparagéo dos isolados obtidos em todos os pontos das amostras de Agua, L3, L4 e Pupa de
A. darlingi dos Municipios de Coari e Manaus.

Espécies bacterianas Coari Manaus
Agua L3 L4 Pupa Agua L3 L4 Pupa

PL P2 PL P2 P1L P2 PL P2 PL P2 P1L P2 PL P2 P1 P2
Acinetobacter nosocomiales 1 1 1 1
Acinetobacter oleivorans 1 1
Acinetobacter calcoaceticus 1
Acinetobacter baumannii 1
Brevumdimonas 1

Chromobacterium sp 2 1 2 1 2 2 1 1 1
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As sequéncias resultantes do gene 16S rDNA foram comparadas com sequéncias
bacterianas depositadas na base de dados do NCBI. Os grupos referentes ao Municipio
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de Coari estdo codificados com a letra C precedido da numeracgéo e os de Manaus com a
letra M (Tabela 4).

Tabela 5: As analises das sequéncias dos isolados bacterianos, oriundos de cada ponto das amostras de
agua, L3. L4 e pupa de A. darlingi do Municipio de Coari e Manaus

Contig Identificacdo Cobertura  Valor E Identidade

M49, M67 Acinetobacter nosocomiales 100% 0.0 98%
Acinetobacter oleivorans

M53, M34, M28, M37 Kocuria marina 100% 0.0 99%

M55, M59 Brevibacterium iodium 0.0 99%
Brevibacterium linens

M68, M50 Brachybacterium conglomeratum 0.0 99%
Brachybacterium paraconglomeratum

M70, M29, M36, M60, M62, M43, M66, M51,  Klebsiella sp 100% 0.0 97%

M45 M69, M63, M61, M33, M23, M38

M80, M84, M79, M96, M85, M86, M81, M74,  Bacillus pumilus 0.0 99%

M87, M76, M93, M25, M13, M31, M4, C25, Bacillus megabacterium

C10, C48,C24

M95, M35, M64 Bacillus safensis 100% 0.0 99%

M10, M46, M30 Chryseaobacterium sp 0.0 97%

M11, M65, M17, M88, M41, M58, M65 Chromobacterium sp 0.0 99%

M32, M3, M69 M60, M62, M61, M63, M9 Tatumella citrea 99% 0.0 97%
Tatumella punctata

M34, M24, M28, M55 Tsukamurella paurometabola 100% 0.0 99%
Tsukamurella spumae

M39, M14, M54, M77, M89, M91, M90, M2,  Bacillus anthracis 98% 0.0 97%

M83, M56, M78 M82, M75, C64, C1, C3, C89, Bacillus thuringiensis

C20, C38, C7,

M48, M40, M49, M67, C8, C21, C45 Acinetobacter calcoaceticus 100% 0.0 100%
Acinetobacter baumannii

M81, M26, M95, M86, M80, M79, M92, M87,  Bacillus licheniformis 99% 0.0 98%

M73, M85, M76, M84, M96, M74, M89, M56,  Bacillus amyloliquefaciens
M54, M38, M75, M31, M90, M91, M82, M83,

M77, M78

M38 Pseudomonas sp 66% 0.0 90%
M52 Paenibacillus sp. 85% 0.0 87%
M57 Exiguobacterium sp 7% 0.0 91%
M71 Bacillus sp; T7% 0.0 96%
M72 Enterococcus sp 76% 0.0 94%
m88 Brevumdimonas 84% 0.0 97%
M94 Paenibacillus polymyxa 84% 0.0 97%
Cl4 Bacillus aquimaris 100% 0;0 99%
C16 Chryseabacterium indologenes 100% 0;0 99%
C18,C37 Tsukamurella paurometabola 100% 0.0 98%

C19, C2, C35, C17, C44, C36, C54, C63, C40, Serratia marcescens 100% 0.0 99%
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C13, C29,
C23, C41 Pseudomonas genculata 100% 0.0
Pseudomonas maltophilia
C25, C48 Staphylococcus saprophyticus 99% 0.0
C26, C83, C39, C47, C49, C22, C49, Bacillus pumilus 100% 0.0
Geobacillus stearothermophilus
Bacillus altitudinis
C27, C55, C42, C51 Arthrobacter sp. 100% 0.0
Arthrobacter protophormiae
C33, C61, C60 Rubrivivax gelatinosus 100% 0.0
C53, C31, C12, C62, C4 Chromobacterium violoaceum 100% 0.0
C55, C18, C32, C59, C57, C28 Microbacterium sp. 100% 0.0
C56, C5, C11, C9, C43, C29 Enterobacter sp 100% 0.0
Cc23 Stenotrophomonas matophilia 78% 0.0
Pseudomonas hibiscicola
C30 Klebsiella sp. 75% 0.0
C6 Exiquobacterium sp 85% 0.0

99%

98%

100%

98%

99%

99%

97%

98%
93%

94%
93%

Alguns grupos, destacados em negrito na tabela acima, apresentam-se em mais

de um contig por obter sequéncia similar com outras linhagens bacterianas do banco de
dados, porém foi adotado o critério da maior similaridade em relacdo aos do banco,
onde 100% e 99% foram utilizados na identificacdo final os isolados.

Todos os isolados bacterianos identificados neste trabalho encontram-se
armazenados em freezer em temperatura de -80° C no Laboratério de Controle
Biologico e Biotecnologia da Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia. Esta colecdo serd utilizada em outros estudos que visam compreender a
relacdo de bactérias com o parasita da malaria no intestino 1médio do mosquito A.

darlingi.

DISCUSSAO

Recentes estudos tém sido realizados para investigar as espécies bacterianas
associadas a mosquitos do género Anopheles, a fim de entender as relagdes entre ambos
e utilizar estas bactérias como alternativas de controle, por meio de técnicas recém
descobertas que envolvem a engenharia genética e biologia molecular, além de tentar

entender como essas comunidades bacterianas ajudam o0 inseto no processo
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imunoldgicos a infeccdes ocasionadas por protozoarios do género Plasmodium que sdo
0s agentes etioldgicos da malaria [23, 24; 25; 26].

No presente trabalho, 46 bactérias pertencentes a 23 géneros e 4 filos foram
identificadas nas amostras de agua, L3, L4 e Pupa de A. darlingi isoladas dos
municipios de Coari e Manaus no Estado do Amazonas Brasil. Os filos encontrados
neste estudo foram Proteobacteria com 39% seguido por Firmicutes com 35%,
Actinobacteria com 22%, e Bacteroidetes 4%. Um trabalho realizado por [25]
identificou em amostras de mosquitos adultos do género Anopheles capturados no
Vietham um numero de filos similar ao detectado neste trabalho, também com
predominio do Proteobacteria que somou 73% dos identificados. Apesar da prospeccao
das bactérias serem de amostras diferentes nos dois trabalhos, ndo se pode descartar a
hipdtese de que a maior parte de bactérias, encontradas no intestino médio de adultos, é
oriunda dos habitats aquéaticos onde se desenvolveram as larvas do inseto [23].

Entre os 23 géneros bacterianos identificados nos grupos, o que teve maior
frequéncia foi o Bacillus com 21,7%. Muitos estudos enfatizam a forte presenca de
Bacillus viventes nos mais variados habitats e utilizam-no como uma alternativa de
controle bioldgico, uma vez que muitas espécies de Bacillus produzem cristais que sdo
entomopatogénicos. [27].

Dentro do filo Proteobacteria encontrado destaca-se Pseudomonas e
Acinetobacter que foram os géneros com frequéncia intermediaria neste trabalho. [24]
detectaram Pseudomonas em larvas e adultos de todos os pontos de amostragem de
Anopheles culicifacies s.l, provenientes de diferentes habitats do Iran, o que poderia
sugerir que essas bactérias estdo adaptadas para Anopheles nesta regido [28] detectaram
a prevaléncia de Pseudomonas no intestino médio de adultos de A. darlingi no
Municipio de Manaus. Acinetobacter foi descrito em varios estudos como sendo um
género comum em espécies de Anopheles [23,24,25]. Ndo foram encontrados estudos
voltados a microbiota bacteriana associada ao habitat aquatico de A. darlingi na Regiéo
Amazonica Brasileira.

Dentre os géneros com menor frequéncia, encontrados neste trabalho, destacam-
se Arthrobacter; Brachybacterium; Brevibacterium; Brevumdimonas;

Chryseobacterium; Enterobacter; Chromobacterium; Enterococcus; Exiguobacterium;
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Geobacillus; Klebsiella; Kocuria; Microbacterium; Paenibacillus; Rubrivivax;
Serratia; Staphylococcus; Stenotrophomonas; Tatumella e Tsukamurella.

Ngo, C. T et al. [25] detectaram wuma alta prevaléncia de
Brachybacterium, Enterobacter, Microbacterium, Serratia e Stenotrophomonas em seu
trabalho de identificacdo bacteriana associada a mosquitos do género Anopheles no
Vietnam. Klebsiella foi também relatada por Straf, S. C et al. [27] no Quénia e Mali
como bactérias endossimbiontes em Anopheles gambiae. Os
géneros Enterobacter e Serratia foram considerados como influentes no ciclo de
desenvolvimento do Plasmodium em mosquitos Anopheles. [16, 29].

Chromobacterium sp e Bacillus sp foram as espécies mais prevalentes nos
resultados deste trabalho, cada um com frequéncia de 7,1% do total de isolados
identificados. Recentemente uma espécie do género Chromobacterium (Csp_P), que foi
isolada a partir do intestino médio de Aedes aegypti capturados em campo no Panama,
apresentou o potencial de colonizar o intestino médio do mosquito do género Anopheles
quando introduzida por meio de um refeicédo artificial, de inibicdo do crescimento de
outros membros da microbiota do intestino médio, reforcando as respostas imunoldgicas
do mosquito, além de reduzir significativamente a susceptibilidade a Plasmodium
falciparum, comprometendo a competéncia vetorial do mosquito [30].

Levando em conta as condicOes favoraveis para a proliferacdo de A. darlingi na
regido amazonica do Brasil, os estudos para identificar bactérias simbiontes deste vetor
ganham grande relevancia, pois visam ser utilizadas em novas abordagens para o

blogqueio da malaria via intestino médio do mosquito.

CONCLUSAO

O perfil de bactérias detectas em A. darlingi neste estudo revela um cenario
promissor para uma possivel selecdo de candidatos a paratransgenesis.

Este & o primeiro estudo sobre a microbiota bacteriana em A. darlingi, um
importante vector da malaria na Regido Norte do Brasil. Mais estudos sdo necessarias
sobre as caracteristicas bioldgicas das bactérias e interagdes entre a microbiota intestinal
e 0 hospedeiro. O fato de que as bactérias Bacillus sp, Chromobacterium sp,

Chromobacterium violoaceum, Bacillus thuringiensis e Pseudomonas sp, detectadas na
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maior parte das amostras, poderia sugerir que estas espécies se adaptaram para uma vida

simbidtica em A. darlingi e podem ser possiveis candidatos para paratransgenesis.
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METODOLOGIA DETALHADA DO ESTUDO

Area de coleta

A éarea de estudo esta situada no Estado do Amazonas compreendendo o0s
municipios de Coari, que fica localizado na regido central do Estado (S 04'06°43.04 W
63°09°27.98) e Manaus, que estd situado na porcdo mais a leste (S 03°02°46.90 W
59°52°55.41). Estas localidades foram selecionadas em funcdo dos constantes casos de
maldria registrados pelo Ministério da Saude nos ultimos anos (Figura).

As amostras foram coletadas, no més de abril de 2013 em Manaus e julho de
2014 em Coari, em dois lagos caracterizados por apresentarem grandes procriacdes de

anofelinos.
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Figura 8: Localizagdo dos locais de coleta, Municipio de Coari e Manaus no Estado do
Amazonas.
Foto: Autor/Googlemaps/maps/place/Amazonas

Esterilizacdo dos meios e materiais

Os meios de cultivo, bem como todos os materiais utilizados foram esterilizados

em autoclave a 121 °C, durante 15 a 30 min. dependendo da natureza do material.
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Coleta das amostras: Agua, larvas e pupas de A. darlingi

O primeiro procedimento foi espacializar o lago em dois pontos equidistantes,
aproximadamente, dez metros cada um e, em cada ponto, foram coletadas amostras de
agua, larvas e pupa de A. darlingi.

A 4gua foi coletada por meio de uma tela de malha de aco inoxidavel medindo
400 cm?, com um tamanho de malha de 1,25 e 0,36 milimetros de didmetro (AGOGUE
et al., 2004). A amostragem coletada foi transferida para tubos falcon de 50 mL
devidamente esterilizados. Em seguida esses tubos foram armazenados em caixa de
isopor com gelo numa temperatura de aproximadamente 4°C.

As larvas de anofelinos foram coletadas, por um tempo de 5 minutos em cada
ponto, utilizando uma concha entomoldgica padréo, de capacidade volumétrica de 350
mL, abertura de 11 cm e cabo de manuseio de um metro, sendo empregada a técnica de
imerséo (SERVICE, 1993). Uma triagem preliminar foi realizada in locu com apoio de
um técnico especialista em identificacdo de larvas de A. darlingi do Laboratério de
Controle bioldgico e Biotecnologia da Malaria e Dengue do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). Em seguida foram transferidas para depésitos de
plasticos esterilizados e armazenados em isopor com gelo. Em seguida passaram por
triagem, identificacdo das larvas, assepsia e plaqueamento.

Triagem das larvas e pupa de A. darlingi

Larvas de 3° e 4° instar de A. darlingi foram utilizadas neste estudo e foram
identificadas taxonomicamente individualmente, em microscopio estereoscépico,
utilizando-se as chaves de identificacdo de FARAN-LINTHICUM (1981) e CONSOLI-
OLIVEIRA (1994).
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Figura 9: Triagem das larvas e pupa de . darlingi.
Foto: Autor

Isolamento bacteriano a partir da agua coletada no habitat das larvas de A.

darlingi nos municipios de Manaus e Coari.

As amostras de agua foram inoculadas em placas de petri com os meios de
cultivo Triptona soja Agar (TSA), Nutriente Agar (NA) e Luria bertani (LB), acrescido
de 20 mg/mL de fluconazol para impedir o crescimento de fungos. Todos em triplicata.

Em camara de seguranca bioldgica, as amostras de agua foram espalhadas em
placas de petri contendo meio de cultivo com o auxilio de uma alca de drigalsk, vedadas
com filme de PVC, identificadas de acordo com a origem e armazenadas em uma estufa
incubadora B.O.D a 26,4°C, mantidas por um periodo de 24 horas. Ap0s essa etapa foi

feita a selecdo das colbnias, para o isolamento das bactérias.

Figura 10: Isolamento de bactérias das amostras de agua.
Foto: Autor
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Isolamento das bactérias a partir das larvas e pupa de A. darlingi

As larvas de 3°, 4° instares e pupas foram lavadas por imersdo em agua estéril e
centrifugadas por 3 minutos a 8.000 rpm. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 200
pL de tween 80% diluido a 0,02%, agitado vigorosamente em vortex e centrifugado por
3 minutos a 8.000 rpm, onde 50 pL do sobrenadante foram retirados e utilizados no

isolamento bacteriano. Os meios de cultivos foram TSA, NA e LB com fluconazol.

Cultivo das bactérias

Apds o crescimento das bactérias obtidas a partir das amostras de agua, larvas e
pupa foi realizada a contagem das colénias e a selecdo para o isolamento em placas de

Petri pequenas, contendo os mesmos meios de cultivo citados, sem antibiotico.

Purificacdo dos isolados

O isolamento das coldnias foi realizado utilizando a técnica do esgotamento por
estrias cruzadas a partir de uma Unica col6nia.

Apds o isolamento, as bactérias crescidas foram purificadas pela mesma técnica
de esgotamento com auxilio de uma alca de platina embebida em alcool 70% e
flambada em chama no bico de Bunsen. Foram utilizados meios de cultivo apropriado
para cada tipo de isolamento. Em seguida, as placas foram colocadas na B.O.D por 24

horas, para o crescimento bacteriano.
Preservacéao dos isolados
Os isolados foram preservados nos mesmos meios de cultura do isolamento, na

forma liquida, com a adi¢do de 20% de glicerol (v/v) em microtubos de 2 mL e se

encontram estocados em freezer —20°C, para futuras utilizagGes.
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Caracterizacdo morfoldgica das bactérias

As colbnias crescidas foram caracterizadas de acordo com a cor, consisténcia e

forma e em seguida foi feita a coloracdo de Gram seguindo 0 método abaixo.

- Coloragdo Gram

Em cémara de seguranca biologica, foi adicionada uma gota de 10uL de agua
deionizada em laminas de vidro esterilizadas, em seguida, com auxilio de uma alca
bacterioldgica flambada em bico de Bunsen foi retirada uma coldnia bacteriana de
culturas pupas crescidas em placa de Petri e, em seguida, cada col6nia foi friccionada
para homogeneizacdo sobre as laminas, individualmente. Posteriormente, foi feita a
fixacdo do material na propria cAmara por 10 minutos numa temperatura de + 452 C.

Apbs a fixacdo do material em lamina foi feito o procedimento de coloracao de
Gram. Inicialmente cada lamina foi coberta com o reagente cristal violeta de genciana
por 1 minuto, em seguida imersas rapidamente em agua corrente; na segunda etapa do
processo as laminas foram novamente cobertas com o reagente lugol por 1 minuto, o
qual foi removido adicionando sobre a lamina um descolorante de solugdo alcool-
acetona, por aproximadamente 15 segundos seguido de lavagens em &gua corrente.
Apos o0 processo de descoloracdo, foi adicionada solucdo de fuccina sobre as laminas
durante 30 segundos. Novamente as laminas foram lavadas em &gua corrente e deixadas
para secar em posicao vertical, em temperatura ambiente. Apds secas, as laminas foram

visualizadas em microscépio optico.

Identificacdo molecular bacteriana

Na identificacdo molecular bacteriana o procedimento consistiu nas seguintes
etapas: Extracdo de DNA gendmico dos isolados bacterianos, amplificagdo por PCR da
regido 16S do rDNA, sequenciamento e comparacdo das sequéncias obtidas com banco

de dados de nucleotideos publicos.
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Extracdo de DNA gendmico.

Em tubos de 1 ml, foram adicionados, para cada um, 100 pL de tampao (Tris,
EDTA, Dextrose), 5 puL de lisozima 20 mg/mL e uma pequena massa bacteriana com
auxilio de um palito autoclavado a partir das amostras previamente isoladas, purificadas
e caracterizadas pela coloragdo de Gram. Em seguida, foram levados ao banho seco a 37
°C por 30 min. Apds esse periodo, foram adicionados 10 pL de (Disulfato de sodio)
SDS a 10% e novamente levados ao banho seco a 55 °C por 15 min. Posteriormente
foram adicionados 90 pL de Acetato de potassio e em seguida levados ao congelador -
20 °C por 30 min. Apds esse periodo foram centrifugados em Centrifuga Eppendorf
Mini plus 12.000 RCF por 15 min. Em seguida, foram retirados 200 pL do sobrenadante
e transferidos para outros tubos de 1 mL esterilizados contendo 200 pL de Isopropanol a
100% e em seguida levados ao congelador -202 C por 10 min. Apés esse periodo, os
tubos foram centrifugados a 16.000 RCF por 15 min. Em seguida o sobrenadante
de cada tubo foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 pL de Etanol P.A a
70% onde, em seguida, foram centrifugado a 16.000 RCF por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e todos tubos foram levados a cadmara de fluxo onde para total evaporagéo do
etanol. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 30 pL de TE a 10 mM Ph 7,5
contendo RNAse 10 mg/mL. Em seguida os tubos foram novamente levados ao banho
seco a 37 °C por 5 min. Por fim, foram, armazenados em congelador -20 °C onde 1

pL, de cada amostra, foi usado para a PCR (SANTOS et al. 2008).

Figura 11: Géis de quantificacdo de DNA extraido.
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Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificacédo da regido 16S rDNA

As amostras de DNA, foram submetidas ao protocolo de PCR para ampliagéo de
um fragmento interno, de aproximadamente 1100 pb do rDNA bacteriano 16S, afim de
fazer a identificacdo molecular e as analises posteriores.

As reacdes de amplificacdo do gene 16s consistiram em um volume final de 25
pL (1,5 pL MgCI2; 2,5 pL Tampéo 10X; 0,5 pL dNTP; 0,125 pL Taqg polimerase;
18,375 pL H2O0 milli-Q; 1 pL DNA e 05 pL de cada Primer 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1100R (5-AGGGTTGCGCTCGTT-3’)) e
realizadas em termociclador Thermal Cycler®. Para a padronizacdo das reacdes, foi
preparado um mix com quantidades suficientes para todas as amostras e este dividido
em aliquotas para cada reacdo. O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos como segue: desnaturacdo das
fitas-molde a 94°C por 25 seg, pareamento dos primers a 62°C por 25 seg e extensdo a
72°C por 1 min e 25 seg. Ao final um ciclo de extensdo a 72°C por 5 min.
(BOICHENKO et al., 2000).

Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados apos eletroforese
em gel de agarose (0,8%, p/v) e corados com solucdo de brometo de etidio (0,005%,
p/v), onde o registro das imagens foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye IlI,

Stratagene).
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Figura 12: Géis de PCR apresentando fragmentos de DNA com 1500 pb. Marcador molecular de 250
pb.

Purificacdo das amostras

Os fragmentos de rDNA 16S amplificados na reacdo de PCR, foram purificados
utilizando kit QIAquick™ PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Uma aliquota de 200ng do DNA purificado foi usada

como matriz para as reagdes de sequenciamento.

Sequenciamento do gene rDNA 16S

Nas quais foi utilizado o kit de sequenciamento BidDye Terminator V 3.1.
(Life Tchnologies) e 0,5uM do mesmo oligonucleotideo utilizado para a reacao de
PCR. As reagdes de sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no
equipamento ANI 3500 XL (Applied Biosystems) para a determinacao das
sequéncias. As sequéncias foram analisadas com os programas PHRED/CAP3
disponiveis no site do Laboratoério de Biologia Molecular da UNB.

As sequéncias resultantes foram comparadas com sequéncias bacterianas

depositadas na base de dados do NCBI.
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CONCLUSOES

Neste estudo foi feita uma analise comparativa de grupos bacterianos cultivaveis
associados a larvas e pupa de A. darlingi e seu habitat no Municipio de Coari e Manaus
no Estado do Amazonas.

Foi possivel, por meio dos métodos adequados, isolar e purificar 1.845 isolados
bacterianos associados a larvas e pupa de A. darlingi e seu habitat;

Por meio da extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi possivel o
sequenciamento de 182 grupos bacterianos pelo gene 16 rDNA;

Andlises das sequéncias de nucleotideos do gene 16S rDNA de bactérias
isoladas das amostras de &gua, larva de 3° e 4° instar e pupa de A. darlingi,
possibilitaram a identificacdo de, 46 diferentes espécies de bactérias de 23 géneros
pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, e Bacteroidetes.

Dentre os 23 géneros bacterianos, o Bacillus foi dominante e apresentou 21,7%
das amostras seguido por Acinetobacter e Pseudomonas com 8,7% cada um.

As espécies Bacillus sp 7,1%, Chromobacterium sp 7,1%, Chromobacterium
violoaceum 6,6%, Bacillus thuringiensis 6,0% e Pseudomonas sp com 5,5%
apresentaram o maior predominio encontrado neste trabalho.

Toda esta identificacdo de bactérias que vivem em associacdo com larvas de A.
darlingi em seu habitat permitiu criar uma colecdo inicial para ser utilizados em
trabalhos posteriores que visam compreender a relacdo de bactérias com o parasita da

maldria no intestino médio do mosquito A. darlingi na Regido Amazé6nica Brasileira.
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