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Resumo

A diversidade microbiana associada com larvas de insetos vetores de doencas é
fundamental para um bom funcionamento do habitat, pois estdo relacionados com
alimentacdo, desenvolvimento e reproducdo desses insetos. Conhecer a microbiota
associadas as larvas de mosquitos € importante, considerando que dependendo de suas
funcBes, esses seres microscopicos podem até serem utilizados para o controle de
insetos vetores de doengas, como a malaria que na regido amazdnica é transmitida,
principalmente, pelo mosquito Anopheles darlingi Root, 1926. Este inseto se procria em
lagos situados, principalmente perto de areas Peri-urbanas. Este trabalho teve por
objetivo isolar e caracterizar morfologicamente bactérias associadas ao habitat larval de
A. darlingi do Municipio de Coari no Estado do Amazonas. Foram obtidas 84 coldnias
isoladas de amostras de agua, as quais foram caracterizadas de acordo com as formas,
cor, textura, Gram positivas e negativas. A diversidade encontrada corresponde a 32
possiveis géneros, entre bacilos Gram- com sete representantes, bacilos Gram+ com

quatro, cocos Gram- com dezesseis e cocos Gram+ com 5 representantes.
Palavras-chave: Bioprospecgdo, malaria, microbiota aquatica.
Introducéo

A malaria é uma doenca infecciosa, causada por protozoarios do género

Plasmodium Machiafava e Celli, 1983, transmitida ao homem pela picada da fémea

contaminada do mosquito Anopheles Meigen, 1818, considerado vetor nessas
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condicdes. A espécie de vetor mais prevalente na regido Amazonica é A. darlingi Root,
1926 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

A maléria é uma doenca que causa grandes impactos negativos a satde publica e
a economia, em suas areas de ocorréncia. De acordo com o relatério mundial da malaria
da Organizacdo Mundial da Saude, em 2013 cerca de 3,3 bilhGes de pessoas vivem em
areas de risco, situadas em regiGes tropicais do planeta. Estima-se que 198 milhdes de
casos de maléria ocorreram no mundo com um numero de 584.000 Gbitos e que essa
enfermidade prevalece em 104 paises, dos quais 35 estdo no Continente Africano, que
apresenta o maior numero de casos correspondendo 90% de todas as mortes por malaria
no mundo, sendo que as criangas com idade menores de 5 anos representam 78% de
desse total (WHO, 2014).

Na Amazonia, as condi¢es tropicais e o ciclo hidroldgico da regido favorecem a
formagdo de inUmeros criadouros propiciando a proliferagdo de mosquitos. Em
decorréncia das alteracbes ocasionadas por estes fatores ambientais, 0 aumento na
densidade populacional dos vetores provoca a disseminacdo da malaria, por toda a
regido (TADEI et al., 2010). Além disso, outros fatores que contribuem sobre maneira
para os altos indices de malaria na regido tais como o limitado nimero de estratégias de
controle disponiveis, as condi¢cBes ambientais que favorecem a proliferacdo do vetor,
suporte técnico limitado na implementacdo das acBes de controle, a presenca e a
densidade de vetores, areas que apresentam vetores com resisténcia aos inseticidas,
dentre outros, Neste sentido, novos métodos de combate a doenca sdo urgentemente
necessarios (RIEHLE et al., 2007).

Nos ultimos anos, varios experimentos realizados validaram a ideia de que
microrganismos presentes em mosquitos vetores da malaria podem ser geneticamente
modificados, para inibirem o desenvolvimento do plasmédio e tornarem os vetores
refratarios a transmissdo da malaria (SMITH et al., 2013). Porém, a microbiota
bacteriana do habitat larval dos vetores da malaria é pouco conhecida, como também
nédo existem estudos sobre a diversidade bacteriana para o nicho destes vetores (LINDH
et al., 2005).

O isolamento de bactérias presentes no habitat aquéatico de larvas de A. darlingi
possibilitara identificar espécies simbiontes do inseto disseminador da malaria na regido

amazonica. O primeiro passo € isolar e caracterizar bioguimicamente estas espécies,
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neste contexto, este trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar morfologicamente

bactérias associadas ao habitat larval de A. darlingi do Municipio de Coari-AM.

Metodologia

As amostras de &gua foram coletadas no municipio de Coari no Estado do
Amazonas, tendo em vista que € uma area de registros de casos de maléria pelo SIVEP
maléria do Ministério da Saude nos ultimos anos. Foi selecionado um lago que
apresenta alto indice de procriacdo larval de A. darlingi, sendo estabelecidos quatro
pontos de coletas no lago. Foi utilizado um tubo falcon esterilizado para coletar 50 mL
de 4gua em cada ponto. Apds a coleta, as amostras foram transportadas em caixas de
isopor com gelo para o laboratdrio de controle bioldgico e biotecnologia da dengue e

malaria do INPA em Manaus-AM, onde foram feitos os devidos procedimentos.

Para este trabalho apenas o ponto 1 do lago de Coari foi analisado. Os meios de
cultivo utilizados para o isolamento bacteriano foram: Nutriente Agar (NA), Luria
Bertani (LB) e Agar Tripitona de Soja (TSA). Para cada meio de cultivo foram
preparadas 3 placas de Petri acrescido de 20 mg/mL de fluconazol e adicionado 50 pL
da amostra e mais 3 placas controle. Em seguida, as placas de Petri foram etiquetadas
com informacGes sobre a origem e armazenadas em uma estufa incubadora B.O.D a
26,4°C. Apo0s 24 horas de crescimento foi feita a selecdo das col6nias presentes nas
placas para o isolamento das bactérias. Para o isolamento da bacteria utilizou-se a
técnica do esgotamento por estrias cruzadas a partir de uma Unica coldnia. Apos o
isolamento, as bactérias 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 de Petri foram colocadas na B.O.D por 24 horas, para o
crescimento bacteriano. Ap6s o isolamento foi feito a caracterizacdo morfoldgica,
determinacdo da coloracdo de Gram e a contagem do numero total de cada isolado
obtido. As bactérias foram preservadas nos seus respectivos meios de cultivo na forma
liquida com a adicéo de glicerol a 20% e estocadas em freezer a —20 °C. Os isolados
encontram-se preservados no Laboratério de controle biolégico e biotecnologia da

dengue e malaria do INPA em Manaus-AM e onde foi feitas as analises moleculares.
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Resultados

Um total de 26 coldnias foi isolado em meio de cultivo, sendo que estas foram
agrupadas de acordo com a semelhanca morfoldgica e coloragdo de Gram em 10
possiveis géneros bacterianos codificados de G1 a G10. O grupo de G1, G10 e G4
apresenta 0 maior numero de isolados com sete, quatro e trés respectivamente, enquanto
aos outros grupos G2, G5, G7, G8 e G9 apresentaram dois isolados e G3 e G6 com
apenas um isolado para cada um.

Um total de 29 isolado foi obtido em meio de cultivo LB sendo que os isolados
foram agrupados de acordo com suas semelhancas morfoldgicas e coloracdo de Gram
em 9 possiveis géneros bacterianos (G1 a G9). Os grupos G2, G5, G6 apresentaram
quatro isolados para cada grupo. Enquanto que G4 € composto de cinco isolados, e 0s
grupos G1 e G3 com trés isolados cada um, e os demais G7, G8 e G9 com dois isolados
para cada grupo.

Em meio de cultivo TSA, houve crescimento de 29 isolados, que foram
agrupados em 13 possiveis géneros bacterianos (G1 a G13). Destes, G3 e G9
representados com o maior nimero de isolados cada um com cinco. Enquanto que G1,
G2 e G6, estdo representados com trés isolados cada. Os grupos G5, G7 e G11 também
com dois isolados cada e os demais grupos G4, G8, G10 e G12 representados cada um
com um unico isolado.

A diversidade encontrada corresponde 84 isoladas bacterianos obtido de
amostras de agua, que foi caracterizado morfologicamente em 32 possiveis géneros,
entre bacilos Gram - com sete representantes, bacilos Gram + com quatro isolados,
cocos Gram — com dezesseis isolados e cocos Gram + com 5 isolados. Estes isolados
serdo identificados por métodos moleculares, além de ser feita analises estatisticas para

determinacéo das espécies simbiontes de A. darlingi.

Discussao

Recentes estudos tém sido realizados para investigar as espécies bacterianas
associadas a mosquitos do género Anopheles, a fim de entender as relacfes entre ambos
e utilizar estas bactérias como alternativas de controle, por meio de novas técnicas
desenvolvidas com aplicagdo de engenharia genética e biologia molecular, visando

elucidar como as comunidades bacterianas podem estar associadas ao inseto no
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processo imunoldgicos a infecgdes ocasionadas por protozoarios do género Plasmodium
que sdo os agentes etioldgicos da malaria (BOISSIERE, 2012; CHAVSHIN, et al.,
2012; NGO, et al 2015; RANI, et al 2009).

No trabalho de Ngo, et al (2015) amostras de mosquitos adultos do género
Anopheles capturados no Vietnam mostra um numero expressivo de bactérias
associadas. Apesar das bactérias serem de amostras diferentes, tanto as obtidas por estes
autores como as isoladas nesta pesquisa, indica que ndo se pode descartar a hipotese de
que a maior parte de bactérias, encontradas no intestino médio de adultos, é oriunda dos
habitats aquaticos em que se desenvolvem as larvas do inseto (BOISSIERE, 2012).

Em outro estudo realizado por Costa (2012) com bactérias associadas a esponjas
isoladas da &gua no municipio de Manaus, as caracteristicas morfoldgicas das bactérias
sdo semelhantes as das isoladas no presente trabalho. Embora a microbiota bacteriana
tenha sido isolada de organismos diferentes, no entanto o ecossistema aquatico é da
regido Amazonica. No entanto, estudos da microbiota aquatica associadas a larvas de

insetos vetores de doencas na regido Amazonica ainda sao escassos na literatura.

Concluséao

Um total de 84 isolados bacterianos foi obtido de amostras de agua no municipio
de Coari, AM. A diversidade encontrada corresponde a 32 possiveis géneros, entre
bacilos Gram- com sete representantes, bacilos Gram+ com quatro, cocos Gram- com

dezesseis e cocos Gram+ com 5 representantes.
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