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Resumo

A maléaria € uma doenca parasitaria responsavel por milhares de mortes no
mundo. No Brasil o principal vetor da malaria € o Anopheles darlingi. Este vetor
encontra-se associados a uma diversidade de micro-organismos, dentre os quais se
destacam as bactérias, que tém se tornado parte integrante dos programas de controle de
vetores. Deste modo, o0 objetivo deste trabalho foi identificar isolados bacterianos
associados a larvas de A. darlingi em seu ambiente aquéatico, no estado do Amazonas.
Foram coletadas amostras de adgua dos criadouros naturais de A. darlingi no estado de
Amazonas. As bactérias foram isoladas a partir dessas amostras, em seguida foram
realizadas as extragcdes de DNA e identificacdo por meio da amplificacdo e
sequenciamento do rDNA. Foram identificadas nove espécies bacterianas, pertencentes
a trés filos, sete familias e nove géneros diferentes. Sequencias de seis isolados ndo
foram encontradas no NCBI. Desta forma demonstrou-se que o habitat aquéatico das

larvas de A. darlingi abrigam uma rica diversidade bacteriana.
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Introducéo

A maléria é uma doenca infecciosa, considerada como um dos mais graves
problemas de satde publica do mundo, sendo estimados cerca de 250 milhdes de casos

anualmente em mais de 109 paises (WHO, 2009), sobretudo nos paises em
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desenvolvimento e sub-desenvolvidos. Sua transmissdo é dada pela picada de
mosquitos do género Anopheles Meigen, 1818. Sendo o A. darlingi Root, 1926, o seu
principal vetor na regido Amazonica, onde ocorrem a maioria dos casos no Brasil (Tadei
etal., 1998).

Considerando-se o desafio de longo prazo da erradicacdo da malaria, é essencial
aumentar o conhecimento sobre a ecologia, biologia e 0 comportamento de seus vetores
(Hiwat e Bretas, 2011) em especial na sua fase imatura. Sabe-se que varias espécies de
larvas de mosquitos se alimentam de particulas organicas suspensas na agua e de micro-
organismos, principalmente bactérias (Forattini, 1996), sendo essas muitas vezes sua
unica fonte de alimento (Merritt et al., 1992). Varias espécies bacterianas tém sido
identificadas no intestino de mosquitos adultos através de diferentes técnicas mediadas
por cultura convencional (lturbe-Ormaetxe et al., 2011) e estas foram adquiridas a partir
do seu ambiente aquatico, durante o desenvolvimento larval. Entretanto, vale ressaltar
que estudos sobre a biodiversidade microbiana associada ao ambiente aquatico desses
insetos vetores permanecem escassos.

Portanto, pesquisas que buscam conhecer a microbiota associada a insetos
vetores, sdo de grande relevancia para implementacdo de politicas com estratégias mais
eficazes de controle da maléria no mundo. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
identificar isolados bacterianos associados ao ambiente aquético de larvas de A. darlingi

no estado do Amazonas.
Material e Método

A coleta do material foi realizada no lago do Puraquequara (S 03° 03. 230" W
059° 53. 533") no municipio de Manaus-AM, de onde foram coletadas amostras de dgua
de quatro pontos equidistantes (cinco metros cada um). As amostras foram recolhidas de
criadouros especificos de A. darlingi, previamente identificados pela Vigilancia
Epidemioldgica da Secretaria Municipal de Satde. Em tubos Falcon de 50 mL estéreis
foram recolhidas amostras de &gua da superficie e mantidas a 4 °C até a chegada ao
laboratdrio de Genética, da Escola Superior de Ciéncias da Saude da Universidade do
Estado do Amazonas- ESA/UEA.

Para cada amostra adquirida foram espalhados 100 puL em placas de Petri com
meio de cultura Luria-Bertani (LB) e Agar Nutriente (NA) contendo de 100 pg/mL de

fluconazol. As placas foram incubadas a 18, 26 e 40° C por oito dias, a partir de 24 h
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iniciou-se o isolamento das col6nias pela técnica do esgotamento por estrias cruzadas
em seguida a realizag&o da técnica de coloragdo de Gram.

Posteriormente foi realizada a identificagdo molecular com as seguintes etapas:
lise celular por choque térmico, descrito por Stemmer (1994) com modificacbes para
obtencdo do DNA molde, em seguida realizou-se a amplificacdo do gene 16S do rDNA
com os iniciadores: 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1100R (5’-
AGGGTTGCGCTCGTT-3") (White et al., 1990), utilizando o protocolo de PCR
descrito por Boichenko et al, (2000), a verificacdo da PCR foi feita através de
eletroforese em gel de agarose 1 % coradas com GelRed®, apds a corrida o gel foi
fotodocumentado em transluminador de luz UV.

Os fragmentos de rDNA amplificados na reagdo de PCR, foram purificados
utilizando a enzima ExoSAP®(Invitrogen) de acordo com as recomendagBes do
fabricante. Uma aliqguota do DNA purificado foi usado para as reagdes de
sequenciamento, com o kit de sequenciamento BidDye Terminator V 3.1. (Life
Technologies) e 0,5 uM do mesmo oligonucleotideo foi utilizado para a reacdo de
sequenciamento no sequenciador 3.500 da Applied Biosystems. A identificacdo das
bactérias foi feita através da comparacdo das sequéncias de nucleotideos obtidas com as
depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nih.gov) a fim de comparar
as sequéncias das amostras deste trabalho com as depositadas no GenBank. A partir de
todas as 19 sequencias 16S rRNA obtidas neste estudo, realizou-se a construcdo do
dendograma utilizando o programa MEGA, versdo 4 (Tamura et al., 2007). O
alinhamento das sequencias foi feita pelo programa Clustral W e o dendograma foi
gerado pelo método Neighbor-Joining, com Bootstrap de 1000.

Resultados

A partir das quatros amostras de agua coletadas do criadouro do A. darlingi,
foram isolados 180 bactérias, destas foram selecionadas 19 diferentes tipos com
caracteristicas morfoldgicas bem distintas (representando a diversidade encontrada),
para a realizacdo do sequenciamento do gene 16S rRNA. Por meio das andlises de
bioinformatica das sequencias obtidas foram identificadas nove espécies bacterianas
(Aeromonas jandaei, Bacillus pumilus, Bacillus sp, Brevibacterium, Chromobacterium,
Klebsiella  pneumoniae, Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum,

Pseudomonas sp e Serratia marcescens e de seis amostras ndo foram possiveis realizar
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a identificacdo taxonémica, uma vez que as sequencias obtidas ndo foram encontradas
nos bancos de dados do NCBI sendo consideradas como organismos incultos.

Foram identificados um total de trés filos (Actinobactérias, Proteobacteria e
Firmicutes), sete familias (Aeromonadaceae, Bacillaceae, Brevibacteriaceae
epidermidis, Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Neisseriaceae e Pseudomonadaceae)
e nove géneros (Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Brevibacterium,
Chromobacterium, Klebsiella, Pectobacterium, Pseudomonas e Serratia).

O Dendograma com todas as 19 sequencias 16S rRNA obtidas, mostra a grande

diversidade das diferentes espécies bacterianas encontradas nesta pesquisa (Figura 1).
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Figura 1 - Dendograma resultante da analise Bayesiana com sequéncias do
marcador 16S do rDNA sequenciadas neste estudo.

Discussao

As andlises dos dados demonstraram que as diferentes espécies bacterianas
encontradas no habitat natural das larvas dos mosquitos estdo intimamente ligadas a
diferentes estagios de vida do género Anopheles, como descritos por diversos autores.
Os géneros Bacillus, Serratia e Pseudomonas foram encontrados no intestino médio de

diferentes vetores da malaria no mundo, tais como A. arabiensis em estudo realizado na
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Zambia (Cirimotich et al., 2011), A. stephensi na india (Rani et al., 2009) além do A.
gambiae (Lindh et al., 2005). A familia com maior predominancia neste trabalho foi a
Enterobacteriaceae que segundo Cirimotich et al. (2011) e Pumpuni et al. (1993) sdo
capazes de inibir o desenvolvimento de espécies Plasmodium no intestino médio do A.
albimanus e A. stephensi.

Dos trés filos encontrados destaca-se o filo Firmicutes que apresentam espécies
de Bacillus que tem alto potencial como agentes de controle bioldgico de diferentes
populacdes de mosquitos (Minard et al., 2013; Geetha et al., 2010).

As sequencias 16S do rRNA de cinco bactérias ndo identificadas nos bancos de
dados do NCBI potencialmente sdo novas espécies ainda nao descritas, uma vez que as
mesmas foram isoladas de amostras amazOnicas, que apresenta uma das maiores
biodiversidade do planeta e poucos sdo 0s estudos com essa énfase na regiao.
Ressaltando que ainda permanecem escassos 0s dados sobre a microbiota bacteriana e
seus potenciais genéticos relacionados ao habitat naturais dos Anofelinos em seus
diferentes estagios de vida.

Concluséao

Foram identificadas nove espécies bacterianas, pertencentes a trés filos, sete
familias e nove géneros diferentes. As sequéncias de seis isolados ndo foram
encontradas no NCBI. Desta forma, conclui-se que os isolados bacterianos presente no

ambiente aquético das larvas de A. darlingi apresentam uma rica diversidade.
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