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RESUMO

REZENDE, Fernanda Oliveira. Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Curry 1932: Estudo
de contaminacdo por bacilo entomopatogénico em colonias mantidas em insetarios.
Dissertacio Mestrado — Centro de Pesquisas René Rachou. Area de concentragdo: Doencas

Infecciosas e Parasitarias. Belo Horizonte, 2013.

Os mosquitos da espécie Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Curry 1932 sdo vetores da
maléaria humana nas Américas. Desde o ano de 2004, esse vetor tem sido mantido em coldnia
no Laboratério de Maldria do Centro de Pesquisas René Rachou (Lamal), Fiocruz-MG, onde
tem sido utilizado para estudos de interacdo parasito-vetor. Na natureza, as larvas desses
insetos desenvolvem-se em 4dgua salobra e, no insetério de criacdo do Lamal utiliza-se d4gua do
mar na propor¢do de 1:10 em &dgua da torneira. No ano de 2008, observou-se uma queda
significativa na producdo de mosquitos da coldnia, devido, principalmente, a mortalidade
excessiva de larvas. As larvas, de 3° e 4° estadios, apresentavam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes aquelas relacionadas com contaminagdo por bacilos entomopatogénicos. Como
algumas bactérias do género Bacillus sdo patogénicas as larvas de mosquitos, o objetivo do
presente trabalho foi identificar a (as) espécie (es) responsdvel (is) pela mortalidade das larvas
de Anopheles aquasalis, bem como identificar as toxinas envolvidas nessa mortalidade.
Através da caracterizacdo morfolégica e molecular foi possivel identificar o Bacillus
sphaericus como contaminante na coldnia de criacdo de Anopheles aquasalis. Visando uma
comparagdo inter-insetarios, analisou-se ainda amostras de trés insetdrios distintos, sendo a
presenca dos bacilos identificadas em dois desses. Pela técnica de PCR buscou-se amplificar
as 5 toxinas mais frequentes das estirpes de B. sphaericus (BinA, BinB, Mtx1, Mtx2 e Mtx3 ),
sendo que apenas 3 (familia das MTxs) foram detectadas nas amostras estudadas. Os
resultados dos ensaios biol6gicos confirmaram a toxidade destas toxinas para as larvas de 3° e
4° estadios. Os ensaios bioldgicos realizados identificaram as estirpes isoladas do Laboratério
de Maléria como de alta toxicidade para o Anopheles aquasalis. Em resumo, este trabalho foi
o primeiro a demonstrar a ocorréncia de contaminag@o natural por bacilos entomopatogénicos
em coldnias de mosquitos mantidas em insetdrio e a caracterizar as toxinas envolvidas nesta
contaminagdo. Espera-se que estes resultados possam contribuir para tragar estratégias de

monitoramento e controle de contaminacdo em insetdrios de experimentacdo.
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ABSTRACT

REZENDE, Fernanda Oliveira. Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Curry 1932: Study of
contamination by entomopathogenic bacillus in colonies maintained in insectariums. Master's
Degree Thesis — René Rachou Research Center. Area of concentration: Infectious and

Parasitic Diseases. Belo Horizonte, 2013.

Mosquitoes of the species Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Curry 1932 are vectors of
human malaria in the American continent. Since 2004, this vector has been kept in colony at
the Malaria Laboratory in René Rachou Research Center (Lamal), Fiocruz-Minas, where it
has been used for studies on vector-parasite interaction. In nature, these insects' larvae grow in
brackish water and, in the creation insectarium of Lamal sea water is used in the proportion
1:10 in tap water. In 2008, a significant decrease was observed in the production of
mosquitoes of the colony, mostly due to the excessive mortality of larvae. These larvae, from
3rd and 4" stage, showed morphologic characteristics similar to those related to
contamination by entomopathogenic bacillus. As some bacteria from genus Bacillus are
pathogenic to mosquitoes' larvae, the purpose of the present work was to identify the species
responsible for the mortality of Anopheles aquasalis larvae, as well as identify the toxins
included in this mortality. Through morphologic and molecular characterization, it was
possible to identify Bacillus sphaericus as contaminant in the creation colony of Anopheles
aquasalis. Seeking an inter-insectariums comparison, samples of three distinct insectariums
were still analyzed, and the presence of Bacillus sphaericus was identified in two of them.
Using the technique of PCR, an amplification of the 5 most frequent in the lineage of B.
sphaericus (BinA, BinB, Mtx1, Mtx2 e Mtx3) was tried, with only 3 (MTxs families) being
identified in the studied samples. The results of biologic trials confirmed the toxicity of these
toxins for larvae in 3rd and 4th stage. In addition, the biologic trials identified the isolated
lineages of the Malaria Laboratory as of high toxicity for Anopheles aquasalis. In short, this is
a pioneer work, since it was the first to show the occurrence of natural contamination by
entomopathogenic bacillus in colonies of mosquitoes maintained in insectariums and to
characterize the toxins involved in this contamination. It is expected that these results might
contribute to trace strategies in order to monitor and control contamination in experimentation

insectariums.
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1. Introducao
1.1 Malaria

A maldria ocorre principalmente em dreas pobres tropicais e subtropicais do mundo, e
em muitos dos paises afetados pela maldria, a doengca € uma das principais causas de morte.
Segundo o Relatério Mundial de Maldria (2011), essa enfermidade € prevalente em 106 paises
do mundo, com 35 paises da Africa Central responséveis pelo maior nimero de casos e 6bitos
(WHO, 2011). Em compara¢do com o século anterior, a drea de risco de malaria reduziu de
53% para 27% da superficie terrestre, sendo que o nimero de paises expostos ao de risco da

doenca também caiu de 140 para 106 (Figura 1).

A transmissdo da malédria nas 4dreas endémicas estd relacionada a diversos fatores
como: existéncia do parasito, do vetor, e de pessoas susceptiveis; grandes colec¢des hidricas;
alto indice pluviométrico; modificagcdes antrépicas como o desmatamento; construcio de
hidroelétricas, estradas, entre outros; fatores econdmicos e sociais (tipo de habitacdo e o
habito de trabalho) (MS, 2008). Na série temporal brasileira, de 1960 até 1976, foram
registrados menos de 100 mil casos de maléria por ano. A partir desse periodo, houve forte
tendéncia na elevacdo da doenca em fungdo da ocupacdo desordenada da regido amazonica,
culminando no ano de 1999, com o registro de 635.646 casos. Este incremento deveu-se
principalmente ao processo de colonizag@o e as atividades de mineracdo sem a infraestrutura
de satide para atender a populacdo (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Nesse mesmo ano, em
1999, o governo decidiu implementar um plano para controlar a maldria denominado - Plano
de Intensificagdo das Acdes de Controle da Malaria. O novo plano teve como objetivos
principais: reduzir a incidéncia da maléria, a morbidade (incluindo as formas graves da
doenca) e a mortalidade (Oliveira-Ferreira et al., 2010). No ano seguinte foram registrados
mais de 611 mil casos da doenca no Brasil, sendo 99,4% destes procedentes da Amazodnia
Legal (SVS, 2007). A presenca de florestas tropicais, condi¢cdes socioculturais da populacdo
(habitos de vida, atividade agricola, tipo de residéncia) e movimentos migratérios foram
fatores que contribuiram e contribuem para manutencdo desta endemia na Amazonia (Martens

and Hall, 2000).

O aumento stbito da transmissdo da maldria ocorreu novamente em algumas
localidades da Amazonia e a incidéncia voltou a aumentar entre 2003 e 2005, levando os
nimeros comparaveis aos registrados em 1999. As razdes desse aumento também se deveram

principalmente a ocupagdo desordenada no entorno das grandes cidades da regido (incluindo a
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instalacdo de assentamentos clandestinos) e aos projetos de reforma agraria, que levaram ao
desmatamento para extracdo de madeira, pecudria de gado e agricultura, aumentando assim o
nimero de criadouros e facilitando o contato com o mosquito transmissor (Oliveira-Ferreira et

al., 2010).

Apés esforcos o Ministério da Satdde, através da mobilizagdo multissetorial de forcas
(principalmente gestores de satide nos estados e municipios da regido amazdnica), para
coordenar os movimentos de populacdo e priorizar a prevencdo, vigilancia e controle da
maldria em suas agendas, houve uma redugdo significativa na transmissdo e notificagdo de
casos que continua a diminuir a cada ano, alcancando em 2012 os menores indices dos
ultimos 30 anos (SVS, 2012). Ainda assim, atualmente sio registrados no pais mais de 200
mil casos de maldria por ano, sendo que 99,8% destes ocorrem na Amazdnia Legal (SVS,
2012). De fato, s6 no ano de 2012 foram registrados 200.496 casos autoctones de maldria,
sendo 25.267 (12,6 %) destes causados pelo Plasmodium falciparum, Welch, 1897, 174.929
(87.2 %) por Plasmodium vivax, Grassi & Feletti, 1890, 2.945 (1,46%) de maléria mista (P.

vivax e P. falciparum) e 74 (0,03%) casos por Plasmodium malariae, Laveran, 1881 (SVS,

2012).

Figura 1. Maldria em 2010: as taxas de incidéncia e mortalidade por maldria. Taxa de
incidéncia anual: [Numero de casos de maldria provdveis ou confirmados / populacdo em
risco] x 100. Taxa de Mortalidade Malaria: [Nimero de mortes atribuidas a maldaria /
Populacdo em risco] x 100. Taxa de Mortalidade Maldria: [Nimero de mortes atribuidas a

maldria / Popula¢do em risco] x 10.000. Fonte: Relatério Mundial de Maldria, 2011 (OMS)
18




1.2 Vetores da malaria humana

Todos os vetores da maldria humana sio insetos da ordem Diptera, pertencentes a
familia Culicidae, subfamilia Anophelinae e género Anopheles. Os locais de reproducio de
mosquitos infectados variam muito com relacdo a espécie. Alguns preferem agua limpa,
habitando as margens de cdrregos, enquanto outras prosperam em valas de irrigacdo e
reservatorios. Algumas espécies exigem extensa cobertura vegetal, preferindo pantanos e
outras colecdes permanentes de dgua carregada de matéria orginica dissolvida (Consoli &
Oliveira, 1994; Forattini, 2002). J4 foram descritas mais de 300 espécies de Anopheles, sendo
que 60 espécies sdo consideradas importantes vetores de maléria (figura 2). Alguns dos fatos
que influenciam a capacidade vetorial sdo: (i) habilidade de se alimentar em hospedeiros
vertebrados suscetiveis; (ii) longevidade; (iii) suscetibilidade & infec¢do pelo parasita da

maldria: (iv) local de proliferacdo do mosquito (Despommier, 2005).

As relagdes entre as zonas ecoldgicas e a frequéncia das espécies de Anopheles em
uma pequena area geografica sdo desconhecidas. Além de fatores climéticos e da flora e fauna
regionais, os fatores que afetam a alimentacio, oviposicdo e sobrevivéncia de uma espécie,
além das perturbacdes ecoldgicas como resultado direto da atividade humana, também podem
aumentar o nimero de criadouros. Assim, cada mudanca ambiental no habitat do mosquito
pode ocorrer como resultado de um processo natural ou por intervencdo humana,
reorganizando a paisagem ecoldgica e levando a adaptacdo dos habitos dos vetores. Cada
espécie de Anopheles ocupa um nicho ecoldgico especifico que é determinado geneticamente
e combinado as mudangas de temperatura, umidade, altitude, densidade populacional dos
seres humanos, e desmatamento. Esses sdo apenas alguns dos fatores ecoldgicos essenciais na

transmissdo da maldria (Despommier, 2005).
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Figura 2. Mapa apresentando a distribuicio mundial de vetores anofelinos.

Fonte: Sinka, et al., 2010.

1.3 Vetores Neotropicais

Nos trépicos, criadouros de mosquitos surgem também devido a construcdo de
barragens e canais, de estradas, fazendas de mineracdo, assentamentos humanos,
represamento para usina hidrelétrica, agricultura e pecudria. Muitos destes locais se
desenvolvem em zonas de transmissdao devido ao aumento concomitante das populacdes
humanas que se deslocam para essas dreas. A diversidade desses criadouros e da biologia das
espécies envolvidas na transmissao da maldria reflete a dificuldade em encontrar uma solucio
comum para o controle da transmissao (Sinka et al., 2010).

No Brasil, o aumento da populacdo de mosquitos vetores resultou de um manejo
inadequado do meio ambiente. Um exemplo sdo os tanques abandonados utilizados para
piscicultura nos quintais de casas ou na periferia de vérias cidades da regidio amazdnica, como
em Manaus, onde esta atividade era comum (Saraiva et al., 2009). Além disso, uma das
mudangas mais drdsticas que afetam as populacdes de mosquitos € o desmatamento. Quando a
floresta € limpa, a erosdo do solo ocorre, arrancando nutrientes. Nesse processo, a floresta
tropical é tipicamente convertida em pastagens, terrenos agricolas e assentamentos humanos.
Estes distdrbios ecolégicos permitem a proliferacdo de mosquitos que preferem a habitacdo
humana a ambientes naturais (Despommier, 2005). A maldria na Amazo6nia, assim como em

outras regides tropicais, sofre variagdes com as estacdes do ano. Nessas regides a temperatura
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¢ praticamente estdvel, mas os indices de umidade variam conforme a época do ano. A
frequéncia das chuvas influencia o regime hidrolégico da regido, ja que o periodo de chuvas
leva ao aumento do nivel dos rios. Nos periodos de estiagem, as dguas recuam deixando pogas
de dgua que servem como verdadeiros criadouros de mosquitos. Assim, o ritmo de
propagacdo da maldria se d4 de acordo com as chuvas (Galardo et al., 2009; Girod et al.,

2011).

As espécies de importincia médica encontradas na regido neotropical estdo incluidas
nos subgéneros Anopheles, Kerteszia e Nyssorhynchus (Rosa-Freitas et al., 1998), sendo que
no Brasil, somente os dois dltimos tem importancia na transmissdo da maldria. Os anofelinos
do subgénero Kerteszia sao mosquitos silvestres que desovam na 4dgua que se acumula
geralmente na base das folhas de gravatds. Tiveram grande importancia na transmissdo da
maldaria nos estados de Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, na década de
1940, quando a doenga foi considerada endémica. Apesar de a endemia ter sido controlada,
mesmo com as medidas adotadas nas décadas de 60 e 70, que incluiam destruicdo de
bromélias e aplicacdo de larvicidas e inseticidas nas matas, as espécies do subgénero foram
capazes de persistir na regidao (Ueno et al., 2007). Assim, ainda hoje as espécies Anopheles
bellator Dyar e Knab, 1906 e Anopheles cruzii Dyar e Knab, 1903, sdo exemplos de vetores
importantes de maldria deste subgénero, principalmente nas regides de mata atlantica (Figura
3).

O subgénero Nyssorhynchus constitui o grupo de anofelinos com maior nimero de
vetores de maldria na regido neotropical. A espécie Anopheles darlingi Root, 1926 é o
principal vetor da maldria no Brasil e estd presente em quase todo o territorio nacional (Figura
3). E um mosquito que se adapta facilmente e se beneficia das modificacdes antrépicas do
ambiente silvestre € mesmo em baixas densidades é capaz de transmitir o parasito. De um
modo geral, este anofelino tem comportamento endofilico, endofagico e antropofilico (Sinka

etal., 2010).
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Figura 3. Mapa apresentando a distribuicdo de vetores anofelinos nas Américas.

Fonte: Sinka, et al., 2010.

1.4 Ciclo de vida dos anofelinos

Os anofelinos sdo insetos holometabulos, 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 estdgios de desenvolvimento: ovo, larva (quatro estddios

larvais) e pupa e a terrestre, que corresponde ao mosquito adulto (Figura 4).
1.4.1 Ovos

Os ovos dos anofelinos sdo postos na lamina d’dgua e possuem aspecto alongado e
simetria bilateral. Seus flutuadores laterais permitem que os mesmos se desloquem para as
margens (Consoli & Oliveira, 1994). O nimero de ovos depositados em cada postura varia de
acordo com a espécie, mas em média sdo de 75 al50 ovos. O tempo de eclosdo variade 2 a 3
dias, dependendo da temperatura (Forattini, 1973; Oliveira-Ferreira et al., 1992). Esses
também ndo resistem a dessecacdo exceto de algumas espécies que resistem a dessecacdo em

solos imidos (Forattini, 1973).
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1.4.2 Larvas

As larvas dos mosquitos anofelinos sdo semelhantes as dos demais culicideos, com os
dois primeiros tagmas bastante globosos e o abdome semicilindrico com oito segmentos
(Consoli and Oliveira, 1994; Fleming, 1992; G., 1992). Em geral, elas precisam de sete a dez
dias para o desenvolvimento, mas isso pode variar de acordo com a espécie, fatores abidticos
(temperatura, luz, salinidade) e bidticos (vegetais, predadores, disponibilidade de alimentos)
(Consoli and Oliveira, 1994). Diferente dos outros culicineos, os anofelinos ndo possuem
sifdo respiratério posterior, esse € substituido por um aparelho espiracular localizado
dorsalmente (Forattini, 2002). As larvas sdo facilmente reconhecidas por sua posicdo de
repouso, paralela a superficie da 4gua (Fleming, 1992). Seus habitats sdao variados e as
espécies neotropicais usam dgua ndo contaminada como lagoas, lagos e margens de corpos

d’agua. Os micro-habitats sdo formados por vegetacdo flutuante ou emergente, como algas, e

entre detritos flutuantes (Fleming, 1992; Forattini, 2002; Forattini, 1973).

1.4.3 Pupas

A fase de pupa em anofelinos pode durar de 1 a 3 dias dependendo da espécie, as
pupas ndo se alimentam e precisam entrar em contato com a superficie da dgua para
respirarem devido a posicdo das trombetas respiratdrias, que se projetam para cima a partir do
térax (Consoli and Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Forattini, 1973). Das pupas emergem os
adultos e € nesta fase que ocorre o maior processo de metamorfose, ao qual deixam de ser
aqudticas para se tornarem aladas. As pupas dos machos s@3o um pouco menores que as das

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

1.4.4 Adultos

O corpo dos adultos € nitidamente dividido em cabeca, térax e abdome. Na cabeca
encontram-se 0s principais 6rgdos dos sentidos, como os olhos, as antenas e os palpos. No
torax estdo os apéndices especializados na locomogdo, 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 sé a
fémea se alimenta de sangue animal para fornecer proteinas para os seus ovos. O mosquito

adulto sobrevive até um més e acasala normalmente durante o voo. O macho ¢ atraido pela

23




fémea utilizando suas antenas que atuam como receptores de som e o reconhecimento
espécie-especifico se dd pelo som de seu bater de asas. Apds a cOpula, a fémea al¢a vdo a
procura de sangue através de estimulos sensoriais, tais como odor, o diéxido de carbono e
correntes de conveccdo. Apds a realizacio do repasto sanguineo ela entdo procura um lugar de
repouso que pode ser proximo ao local do repasto ou distante, podendo apresentar
comportamento endofilico (repousam dentro das casas apds hematofagia) ou exofilico
(repousam fora das casas apOs a hematofagia). As proteinas presentes no sangue auxiliam na
maturagdo dos ovdrios e desenvolvimento dos ovos. A oviposi¢do geralmente ocorre no

periodo noturno (Forattini, 2002).
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Figura 4. Esquema do ciclo de vida dos culicideos

1.5 Colonizacio de vetores em laboratérios de pesquisas

Em vidrias partes do mundo, laboratdrios tém estabelecido colonias de anofelinos com
o intuito de estudar a biologia, o comportamento e ecologia de espécies envolvidas na

dindmica de transmissdo de doencgas, bem como medidas de controle de vetores e de parasitos.
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No entanto, algumas coldnias de anofelinos sdo mantidas por meio de um sistema de cépula
induzida, o que acarreta em dificuldades de manutencdo em condi¢des de laboratério (Arruda
et al., 1982). Por outro lado, hd algumas espécies que estdao completamente adaptadas a
criacdo em sistema fechado. Neste sistema, os mosquitos estdo sujeitos a reprodugdo, cépula e
sucessdo de geracdes em colonias de insetdrio. Algumas espécies do género Anopheles sdo
exemplos cldssicos deste sistema fechado, como Anopheles arabiensis Patton, 1905, An. dirus
Peyton & Harrison, 1979, An. freeborn Aitken, 1939, An. gambiae Giles, 1926, An. sacharovi
Favre, 1903 e An. stephensi Liston, 1901 (Diop et al., 1998; Hunt and Gunders, 1990; Liu et
al., 1987; MOORES, 1953; Mpofu et al., 1993). Sob tais condicdes, estas espécies podem
também ser avaliadas quanto a susceptibilidade a infec¢@o por Plasmodium assim como aos
inseticidas (Davis, 1994; Zerpa et al., 1998). Estudos também tém sido direcionados ao

controle biolégico desses importantes vetores além do conhecimento sobre sua biologia.

As primeiras tentativas de iniciar uma colonia de Anopheles gambiae foram realizadas
na Unidade de Pesquisa de Agrotoxicos Coldnial em Arusha, Tanganyika, no inicio de 1955
(SHUTE, 1956). O objetivo da colo6nia era fornecer uma fonte de mosquitos que poderiam ser
usados para testes de inseticidas em conexdo com uma pesquisa sobre a suscetibilidade do A.
Gambiae 2 esses compostos, na Africa Oriental (Armstrong, 1958; SHUTE, 1956). Coluzzi,
em 1964, relatou o sucesso da criacdo em massa de sete espécies de Anopheles, no Istituto di
Malariologia "Ettore Marchiafava", Stazione Sperimentale di Entomologia Medica e
Veterinaria, Monticelli, Frosinone, Italia. Dentre as espécies colonizadas estavam, An.
gambiae (principal vetor de maldria na Africa) e An. stephensi (vetor na Asia). J4 com vetores
neotropicais, a primeira tentativa de colonizacdo do An. darlingi (principal vetor da maldria
no Brasil) foi realizada por Gigioli em 1947, na regido das Guianas, no norte da América do
Sul. J4 em 1988, Buralli & Bergo descrevem a instalacdo e manuten¢do inicial dessa mesma
espécie de anofelino no municipio de Araraquara, SP, como parte do programa de pesquisas
em maléria da Superintendéncia de Controle de Endemias - SUCEN (Bergo et al., 1990;
Buralli and Bergo, 1988; GIGIOLI, 1947). No entanto, até hoje ndo foi possivel a colonizagdo

desse vetor por copula livre.

Apesar da importincia dos anofelinos na transmissdo de maldaria e das dificuldades
enfrentadas para o controle desses vetores no campo, sua criacdo em sistema fechado é
bastante complexa e envolvem diferentes necessidades e dificuldades (COLUZZI, 1964;

Singh et al., 2004). Particularmente, vetores sul-americanos da maldria sdo notoriamente
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dificeis de reproduzirem-se em sistema fechado. A principal dificuldade na colonizagado
desses mosquitos reside na sua incapacidade quase completa para acasalar em condicoes
artificiais (Lima et al., 2004). Duas das poucas espécies da América do Sul que tem se
adaptado com sucesso para condi¢des de laboratério sdo: o Anopheles (Nyssorhynchus)
albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 (Horosko et al., 1997), e o An. aquasalis Curry, 1932 (Da
Silva et al., 2006).

Atualmente, vetores colonizados servem como ferramenta para estudos cada vez mais
amplos, incluindo a criacdo de diversas linhagens — (suscetiveis ou refratdrias as infeccoes,
transgénicas, knockout ou transfectadas com microrganismos bloqueadores da infec¢do) —
para estudos relacionados a imunologia de vetores e interacdo com patdgenos, objetivando a
aplicac@o dessas estratégias no campo para o bloqueio de transmissao de diversos patdgenos

(Blandin et al., 2002; Moreira et al., 2002; Moreira et al., 2009; Wang et al., 2012).

1.6 — Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Curry 1932

Os mosquitos da espécie Anopheles aquasalis sao importantes vetores da maldria na
regido costeira, distribuindo-se do norte da Nicardgua até o sul do Brasil, na costa atlantica e
no Equador, na costa do Pacifico (Faran, 1980; Rubio-Palis and Zimmerman, 1997) (Figura
3). A distribuic@o desse vetor estd relacionada ao hdbito de se desenvolverem naturalmente
em ambientes ensolarados, em dgua salobra, limpa e fresca e com vegetacao emergente, como
manguezais, lagoas e represas e canais de irrigacdo (Sinka et al., 2010). Esta espécie é
encontrada numa faixa litordnea longa e, de certa forma estreita, préximo ao paralelo 24° e 30"
S (Peruibe, Sdo Paulo) até a Costa Rica, no lado Atlantico, e desde esse ponto até o Golfo de
Guaiaquil, no Equador, que € o seu limite sul na costa pacifica. Ocorre também nas Antilhas
Menores, em Trinidad e Tobago (Consoli and Oliveira, 1994). An. aquasalis também tem sido
considerado um importante vetor de maldria nas dreas onde se encontra distribuido (Berti et

al., 1993; da Silva et al., 2006; Faran, 1980).

Os hébitos do An. aquasalis variam de acordo com sua localizagdao geogréfica e ele é
ora encarado como antropofilico, ora como zoofilico ou eclético. No Sudeste do Brasil, cujo
clima € semitropical, tem sido observado ora atacando o homem ora os animais domésticos ao
ar livre. Em um estudo realizado em Guapimirim, no estado do Rio de Janeiro, para
investigacdo das fontes de alimentacdo do An. aquasalis, constatou-se que o mesmo &

preferencialmente zoofilico, nessa regido do pais, com preferéncia pelo sangue de bovinos e
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equinos (Flores-Mendoza et al., 1996). Ja no nordeste, mais especificamente no estado do
Maranhdo, onde o clima € semidrido, essa espécie assume o papel de vetor principal da
maldria, devido sua endofilia e antropofilia e alta densidade em algumas 4reas litoranea desta
regido (Xavier and Rebélo, 1999) e em Belém do Pard, na Amazdnia brasileira, onde o clima
¢é equatorial, o mosquito € preferentemente zoodfilo (Galvdo et al., 1942). Na Guiana e no oeste
panamenho, verificou-se que é um mosquito muito zodfilo, ndo sendo encarado como de
importincia epidemiolégica (Flores-Mendoza et al., 1996). De uma maneira geral sdo
exofilicos, com atividade crepuscular e noturna (Rosa-Freitas et al., 1998). No Brasil, o
Anopheles aquasalis j4 foi encontrado naturalmente infectado por Plasmodium sp. em
algumas regides como Belém, estado do Pard (da Silva et al., 2006) e no estado do Maranh@o
(Xavier and Rebélo, 1999), além de toda a regido por onde encontra-se distribuido,
principalmente durante a década de 40, quando a maldria apresentava-se disseminada, sendo

registrados mais de 6 milhdes de casos espalhados pelo pais (Bastos, 1996) (Figura 5).
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Figura 5. Dados sobre o encontro de infec¢do natural de Anopheles aquasalis por

Plasmodium spp. no Brasil. Fonte: Bastos, 1996.
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1.7 Colonizacao laboratorial de Anopheles aquasalis

Os primeiros estudos sobre a bionomia do An. aquasalis datam do inicio da década de
50 (SENIOR WHITE, 1951a, b). Em 1957, Omardeen e colaboradores realizaram um estudo
sobre os hébitos alimentares dessa espécie na regido costeira de Trinidad, na Venezuela
(OMARDEEN et al., 1957). Desde entdo a maioria dos trabalhos relacionados a essa espécie

foram realizados através de captura no campo.

No Brasil, o An. aquasalis foi colonizado pela primeira em 1995, pelo Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz/RJ (LIMA,
2009). Os espécimes foram coletados na parede de um curral em Guarai, municipio de
Guapimirim, Rio de Janeiro, e desde o inicio foram mantidas por meio de cdpula livre, ndo
sendo necessdria a realizacdo do procedimento de cépula induzida. O protocolo de
manutengado foi realizado com adaptacdes ao de Horosko et al. (1997). Ainda hoje a colonia
ainda € mantida em sistema fechado através de cépula livre, e servem como base para a

realizacdo de diversos estudos (LIMA, 2009).

Ja em 2006, espécimes de Anopheles aquasalis foram capturados na cidade de Belém
e mantidos no insetdrio do Instituto Evandro Chagas (Da Silva et al., 2006). Para a criacdo das
larvas, os autores utilizaram dgua de pogo artesiano com uma salinidade de 0,04g/L, trocada
somente quando havia quantidades considerdveis de detritos na superficie ou no fundo do
recipiente. Racd@o para peixe triturada Tetramin® era fornecida as larvas duas a trés vezes ao
dia. Em condigdes padronizadas no estudo, ocorreu a cOpula natural desta espécie em
cativeiro, assim como oviposi¢do natural e, consequente obtencdo de nove geracdes deste
anofelino. A taxa de mortalidade das larvas foi inferior a 1% e o tempo médio decorrido desde
a eclosdo dos ovos até a fase de pupa foi de 64 dias. Os autores atribuiram a baixa
mortalidade a esse conjunto de fatores utilizados para a manutencdo da espécie, distintos das
técnicas utilizadas para o estabelecimento de coldnias de A. deaneorum (Klein et al., 1990), e

A. albitarsis (Horosko et al., 1997).

1.8 - Bacilos entomopatogénicos

As bactérias potencialmente ativas contra insetos sdo aquelas que apresentam
capacidade de se multiplicar no organismo dos mesmos, levando a septicemia, ou entdo

aquelas capazes de produzir entomotoxinas ativas em qualquer estdgio de vida do seu
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hospedeiro. Segundo critérios de Falcon (1971), as bactérias entomopatogénicas sao
agrupadas em duas categorias: esporulantes e ndo esporulantes. As bactérias esporulantes sdo
tidas como de maior interesse comercial no controle bioldgico de insetos por persistirem mais
tempo no ambiente e pela facilidade de producdo em escala industrial. As esporulantes
incluem as espécies aerdbias estritas e a maioria das facultativas (produtoras ou nao de cristais

proteicos), as quais se agrupam na familia Bacilaceae (Costa et al., 2009/2010).

As bactérias do género Bacillus spp. possuem acdo larvicida pois, durante a
esporulacdo, essas bactérias sdo capazes de produzir inclusdes cristalinas que possuem
protoxinas de natureza protéica com atividade larvicida para algumas espécies de dipteros,
além de outras ordens de insetos. Seus esporos sdo aplicados em ambientes aquéticos que
servem como criadouros das larvas. Apés a ingestdo dos cristais pelas larvas, as protoxinas
sdo liberadas no limen intestinal e processadas em toxinas que sdo responsaveis pela acdo
letal (Figura 6). Essa é uma estratégia que tém sido usada para o controle de vetores devido as
facilidades para a producdo em larga escala, armazenamento, transporte e aplicacdo (Lacey,
2007) além da especificidade da acdo dessas toxinas para um grupo limitado de organismos
alvo. Nesse contexto, as duas espécies mais estudadas e utilizadas sdo o Bacillus thuringiensis
serovar israelensis (de Barjac, 1978) e o B. sphaericus (Kellen et al., 1965). Estas sdo
bactérias Gram positivas, cosmopolitas e ocorrem tanto em solos quanto em ambientes

aquéticos (Vilarinhos, 2003).

Os esporos produzidos por algumas espécies de bacilos sdo altamente hidrofébicos e
hdbeis a aderir firmemente a vérios substratos. Assim, a colonizacdo para formacdo do
biofilme pode ocorrer quando as condi¢cdes ambientais estiverem favordveis a formacdo de
esporos bacterianos. A caréncia de nutrientes, assim como temperatura e pH estdo diretamente
envolvidos no processo de formacdo de esporos e biofilme (Wijman et al., 2007) (Janneke et
al., 2007). Por isso, bacilos entomopatogénicos apresentam uma enorme capacidade de
persisténcia no ambiente, essa capacidade também € comum em caddveres de larvas, o que
contribui enormemente para sua persisténcia em ambientes infestados com formas larvais de
culicideos suscetiveis (Andrade, 1992; Vilarinhos and Monnerat, 2004). Assim, Bacillus
thurigiensis e Bacillus sphaericus, sdo utilizadas no controle biolégico das larvas de
mosquitos, tendo se destacado entre as diversas estratégias que compdem os programas de
manejo integrado desde a década de 70. A partir de 1977, houve notdvel avanco com a
descoberta e tipificacdo do Bacillus thuringiensis serovar israelensis, de alta atividade

larvicida para simulideos e culicideos de vérios géneros (Cavados et al., 2001). Também foi o
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caso do Bacillus sphaericus, que a partir de 1979, comegou a ser utilizado para o controle de

culicideos dos géneros Anopheles (Tinelli et al., 1980) e Culex (Davidson, 1979).

1.9 Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus Neide (1904) € uma bactéria em forma de bastonete, aerdbica,
Gram-positiva, formadora de esporos esféricos, pertencente a familia Bacillaceae, comumente
isolada do solo (Brownbridge and Margalit, 1987; Manonmani et al., 1990; Schenkel et al.,
1992), podendo também ser encontrada na dgua e outros substratos naturais (Mulla et al.,
1997). Embora isolada e identificada pela primeira vez em 1904 (Neide, 1904), apenas em
1965 foi descoberta a atividade téxica de B. sphaericus contra larvas de culicideos (Kellen et

al., 1965).

O principal fator inseticida do B. sphaericus € a toxina bindria (Bin) compostas por
proteinas de 42-kDa e 51-kDa (Arapinis et al., 1988; Baumann et al., 1988; Baumann et al.,
1987; Berry and Hindley, 1987; Berry et al., 1989; Hindley and Berry, 1988), denominadas de
Bin A e Bin B, respectivamente (Charles et al., 1997). Essas duas proteinas sdo sintetizadas
em quantidades aproximadamente equimolar, montados em estruturas cristalinas, e visiveis
em estdgios de fase III de esporulacdo (Baumann et al., 1985; Kalfon et al., 1984; Yousten
and Davidson, 1982). Bin B ndo é téxica, mas estd envolvida na ligacdo a um receptor
especifico em Culex pipiens, de 60 kDa - o Glicosidase, sobre as microvilosidades no
intestino médio das larvas do mosquito (Silva-Filha et al., 1999). Bin A liga de forma
eficiente apenas na presenca de Bin B e é responsavel pela atividade larvicida. Larvas de
Culex quinquefasciatus Say, 1823, C. pipiens Linnaeus, 1758 e Anopheles gambiae sdo
suscetiveis a toxina gragas a disponibilidade de receptores no epitélio intestinal, enquanto que
Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, é considerada uma espécie refratdria, devido a

auséncia de interacd@o da toxina Bin com receptores (Nielsen-Leroux and Charles, 1992).

Ja as toxinas mosquiticidas (Mtx) sdo descritas trés tipos: Mtx1, Mtx2 e Mtx3, com
peso molecular de 97, 31,8 e 35,8 kDa, respectivamente e tém sido encontradas associadas
com a membrana celular de B. sphaericus. Os genes que codificam essas proteinas foram
inicialmente clonados da estirpe SSII-1 de Bacillus sphaericus (Liu et al., 1996; Thanabalu et
al., 1991; Thanabalu and Porter, 1995), que tem uma atividade mosquitocida moderada. Ao
contrdrio dos genes da toxina de cristal, os genes mtx sdo expressos durante o crescimento

vegetativo. A toxina Mtx1 pode ser futuramente processada pelas proteases intestinas gerando
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dois fragmentos de 27 e 70 kDa, correspondendo as regides N- e C- terminal, respectivamente
(Thanabalu et al., 1992). Os genes que codificam as Mtx sdo comuns entre vdrias estirpes de
B. sphaericus (Charles et al., 1996; Liu et al., 1993) de baixa, média e alta toxicidade (Charles
etal., 1996).

.
EFEITOZ CITOPATOLDGICOS

Figura 6. Ilustracdio do modo de ag@o da toxina Bin do Bacillus sphaericus em larvas de
mosquito. 1: esporangio de B. sphaericus; 2: cristal proteico; 3: micrografia evidenciando o
efeito citopatolégico da toxina no epitélio intestinal da larva mosquito. Fonte: (Melo and

POMPILIO, 2010)

1.10 Tipagem molecular e sorolégica de Bacillus sp.

Na década de 80, a relagcdo entre as estirpes de B. sphaericus foram analisadas por
homologia do DNA o qual cinco grupos foram inicialmente identificados, mas o grupo II foi
subdividido em IIA (acima de 79% de identidade, contendo todas as estirpes toxicas) e 1IB
(Krych and Johnson, 1980). Outros tipos de analises das estirpes de B. sphaericus também
podem ser realizadas, incluindo dois sistemas: tipagem bacteriéfaga (Myers and Yousten,
1980; Yousten, 1984) e sorotipagem usando antigeno flagelar como para Bacillus
thuringiensis (Yousten et al., 1980), na qual as amostras relacionadas bioquimicamente sdo
divididas em subgrupos ou tipos, por critério soroldgico, de acordo com a presenca dos
antigenos: somdtico (O), flagelar (H) e de envoltério ou cépsula (K). Desse modo, os
sorotipos sdo divisdes baseadas no relacionamento antigénico, enquanto os bidtipos sao

amostras da mesma espécie que diferem em caracteristicas bioquimicas.
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Apés o advento da biologia molecular, vérias técnicas mais refinadas surgiram para
aprimorar a identificacdo de genes especificos, inclusive daqueles relacionados a toxicidade
das estirpes (Berry and Hindley, 1987; Hindley and Berry, 1987, 1988). Existem atualmente
vdrias sequencias génicas depositadas e disponiveis em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ que podem permitir andlises moleculares mais

detalhadas, incluindo o desenho de iniciadores especificos para identificacio de genes
relacionados a toxicidade das estirpes, como ji vem sendo realizado e aprimorado (Jagtap et

al., 2009; Yuan et al., 2001; Yuan et al., 2002).
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2 Justificativa

O estabelecimento de coldnias de vetores neotropicais da maldria € essencial como
ferramenta para pesquisas de controle desses vetores, bem como desenvolver estudos
relacionados a sua biologia e a interagdo parasito-vetor. No entanto, atualmente existem
poucas referéncias sobre a manutencdo de colonias estdveis de anofelinos neotropicais em
insetdrios brasileiros. Os mosquitos Anopheles aquasalis mantidos no Laboratério de Maldria
do Centro de Pesquisas René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqRR — Fiocruz/MG) sio
origindrios de uma coldnia estabelecida em 1995, no Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/RJ, e sua cria¢do autonoma tém
sido mantida desde de 2004. No entanto, desde a sua implantagdo observamos uma oscilagio
significativa na produ¢do de mosquitos, muitas vezes relacionada a mortalidade excessiva de

larvas.

Esse estudo teve como objetivo geral a investigacdo das causas relacionadas ao
aumento de mortalidade das larvas de An. aquasalis, no insetdrio do Laboratério de Maldria
(CPgRR), através da andlise microbioldgica da 4gua utilizada na criagdao das larvas, com
énfase em bacilos entomopatogénicos. Espera-se que os resultados obtidos aqui contribuam
no estabelecimento de novas estratégias de manuten¢do da coldnia dessa espécie de anofelino
em laboratdrios brasileiros, podendo auxiliar os diversos grupos de pesquisa em maldria que

pretendem implantar e/ou manter colonia de anofelinos vetores fora da drea endémica.

33




3 Objetivo geral

Identificar contaminantes da coldnia de Anopheles aquasalis, com énfase em bacilos
entomopatogénicos, no intuito de estabelecer medidas de controle de contaminacdo em

colonias mantidas em insetarios.

3.1 Objetivos especificos

1. Confirmar a presenca de bacilos entomopatogénicos na coldnia de An. aquasalis
através da identificagdo morfoldgica dos microrganismos isolados;

2. Identificar a(s) fonte (s) de contaminacdo da col6nia;

3. Investigar a ocorréncia de contaminagado por bacilos entomopatogé€nicos em outros
insetarios;

4. Identificagdo molecular dos genes relacionados a toxicidade das estirpes isoladas;

5. Analisar a toxicidade das estirpes isoladas para as larvas de Anopheles aquasalis
através de bioensaio qualitativo.
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4 Metodologia:

4.1 Criacao de Anopheles aquasalis no insetario do Laboratério de Malaria do CPqRR

Para manutencdo da coldnia de Anopheles aquasalis, os mosquitos adultos (machos e
fémeas) sdo mantidos em gaiolas (Figura 7) em condi¢Ges de temperatura e umidade
controladas (27 °C + 2 °C; 80 + 5%) e fotoperiodo de 12h, e alimentados ad libitum com
solucdo agucarada a 10%. Para a postura de ovos, o repasto sanguineo das fémeas é realizado
semanalmente, utilizando para isto camundongos anestesiados (Licenca CEUA: LW 49/2010.
Anexo I). A postura é realizada em um recipiente com agua, forrado internamente com papel
de filtro e introduzidos no interior das gaiolas trés dias apds o repasto das fémeas. Os copos
contendo os ovos podem ser retirados das gaiolas, dois dias apds o inicio da postura, e devem
ser entdo transferidos para recipientes proprios com dgua até a eclosdo e nascimento das
larvas. As larvas sdo mantidas em cubas retangulares (40 cm comprimento x 12 cm largura x
4 cm altura), contendo uma mistura de 4gua do mar e dgua declorada, na propor¢do 1:10 (v/v)
e sdo divididas de forma que em cada cuba ficam cerca de 100 larvas. Essas sdo alimentadas
diariamente com rag¢do para peixe triturada (Tetramin Pro®, pulverizada em peneira para
granulometria de 150 pum para L1 e 300 pum para as formas maiores). As larvas se
desenvolvem quatro estddios, denominados L1, L2, L3 e L4 que levam cerca de 10 a 12 dias
para serem concluidos, apds este periodo as larvas transformam-se em pupas. Ao atingirem
esse estagio, as pupas, sdo transferidas para copos plasticos (30 mL) e colocadas no interior de
gaiolas até a emergéncia dos adultos. O ndmero total de pupas coletadas diretamente &

registrado em formuldrio proprio, reiniciando assim o ciclo de vida.

Wlssssasa S

Figura 7. Gaiola de criacdo dos Anopheles aquasalis - dimensdes 166 mm (didmetro interno)

x 175 mm (altura interna)
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4.2 Monitoramento da producao de Anopheles aquasalis

O monitoramento da producio de Anopheles aquasalis foi feito através da contagem
didria das pupas coletadas e posterior registro em formuldrio préprio (anexo ao POP de
manutencdo de coldnias de Anopheles aquasalis — LAMAL-11 — Anexo II). Ao final de cada
més, os dados foram langados em planilhas e posteriormente analisados graficamente. O

registro das datas de realizacdo de repasto sanguineo para oviposicdo também foi realizado.
4.3 Coleta das amostras de agua para analise da presenca de Bacillus sp.
4.3.1 Coleta de amostras no insetario do Laboratorio de Malaria do CPqRR

As amostras de dgua de diversas fontes e locais suspeitos de contaminacdo (Figura 8)
foram coletadas nos periodos em que houve aumento da mortalidade das larvas L3 e L4, com

o auxilio de uma pipeta Pasteur de pléstico, depositadas em tubos de 15 mL estéreis

previamente identificados e datados.

Agua da torneira Aguadamar

recipiente para Recipiente de
dec’loragao de armazenar agua
aguapor do mar filtrada
oxigenagao

1:10 (v/v)

Cubas de criagdo
) de larvas
Agua para cria¢do das larvas

Figura 8. Esquema ilustrativo dos recipientes de armazenamento de dgua utilizadas na

manuten¢do da col6nia de An. aquasalis
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4.3.2 Coleta de amostras de outros insetarios

Com a finalidade de investigar a ocorréncia de contaminagdo por bacilos
entomopatogénicos em coldnias de An. aquasalis estabelecidas em outros locais, foi feita a
coleta e avaliagdao de amostras provenientes de outros laboratérios de pesquisa e producido.
Assim, as amostras, gentilmente cedidas, foram provenientes de trés laboratdrios distintos:

* Laboratério de Ecologia Quimica de Insetos Vetores, Departamento de Parasitologia,

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte/MG. Gentilmente cedidas pela
Dra. Luciane Gomes Batista Pereira.

* Laboratério de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores, Instituto Oswaldo Cruz,
Fiocruz, Rio de Janeiro/RJ, gentilmente cedidas pelo Dr. José Bento Pereira Lima e
Dra. Denise Valle;

¢ Divisdo de Saide Ambiental da BIOAGRI Laboratérios S.A., S3o Paulo/SP,

gentilmente cedidas pela Dra. Marcia de Camargo Ranzani.

4.4 Caracterizacao morfolégica dos microrganismos isolados

O método utilizado para o isolamento das colonias foi o descrito pela Organizacdo
Mundial da Satide (World Health Organization, 1985), e consiste basicamente em submeter as
amostras ao choque térmico (80 °C por 12 minutos / gelo por 5 minutos) e em seguida ao
plaqueamento em meio sélido. Apds 24 horas a temperatura de 30°C, as coldnias j4 podem
ser visualizadas. Nesse estudo, para o plaqueamento das amostras foi utilizado meio Agar
Nutriente (Yousten, 1984), sem antibidtico. As amostras de dgua (4 mL) de diversas fontes e
locais suspeitos de contaminacdo foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril
e armazenadas em tubo Falcon de 15 mL, estéril. Apds a coleta, as amostras foram
submetidas ao choque térmico e um volume de 50 pL de cada amostra foi plaqueado
individualmente sobre o meio Agar nutriente (Difco®) com o auxilio de uma haste de vidro
(al¢a de Drigalski), pr6ximo a um bico de Bunsen, para evitar contaminacdo cruzada. Apds o
plaqueamento as placas foram mantidas em uma estufa a temperatura de 30 °C e analisadas
apos 24h e 48h. Apds o periodo de incubagdo, as coldnias foram quantificadas e
caracterizadas quanto as suas caracteristicas macroscopicas, tais como: formato da colonia,
coloracdo e aspecto. A caracterizagdo morfoldgica das estirpes isoladas efetuou-se ao
microscopio de contraste de fase, sob a objetiva de 100x (ampliacdo total de 1000 vezes),

através de suspensdo a fresco realizada com a deposi¢do de uma pequena amostra da colonia,
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em uma gota de solucdo salina (0,85%), entre lamina e laminula. A caracterizacdo
microscopica foi feita através da observacdo de caracteristicas fenotipicas como: arranjo
estrutural, morfologia das células vegetativas, espordngio, esporos e cristais (quando
presentes). Para melhor caracterizacdo das amostras, as mesmas foram coradas pelo método

de Gram (Hucker, 1921).

4.5 Analise das colonias

As colbnias foram analisadas quanto aos aspectos macroscOpicos, tais como:
coloragdo, tamanho, forma, borda e superficie, e também quantificadas apés um periodo de
24h e 48h de incubagdo. Apds a quantificagdo foi calculado o nimero de unidades formadoras

de col6nia por mililitro (UFC/mL) de amostra.

UFC/mL = n°de coldnias na placa x fator de dilui¢ao

Volume plaqueado

4.6 Isolamento de Bacillus sp. da racao utilizada na alimentacio das larvas

No intuito de se identificar novos focos de contaminacdo por Bacillus sp., investigou-se a
presenca desse na ragdo utilizada para alimentagcdo das larvas. A racdo utilizada € a racdo
comercial Tetramin® (racdo para peixes). No preparo, a racdo é triturada com o auxilio de um

liquidificador e posteriormente peneirada em peneira granulométrica (abertura 80 ym).

Para investigar o isolamento de bacilos da racdo, misturou-se 1g da racdo a 75 mL de 4gua
estéril. Em seguida a solug@o foi homogeneizada e incubada, sob agitacéio a 175 rpm e a 30 °C
por 6h. Apds esse periodo, foi inoculado 1 mL da suspens@o em caldo nutriente e incubado
por 48h. O produto final foi entdo submetido ao choque térmico (80 °C/12min e gelo/Smin) e

realizadas diluicdes seriadas a partir de 10 seguidas do plaqueamento em meio dgar nutriente.
¢ p g plaq g

4.7 Referéncias das estirpes de Bacillus sphaericus utilizadas como controle nos ensaios

moleculares e biologicos

As estirpes de Bacillus sphaericus utilizadas a titulo de comparag@o nesse estudo foram
identificadas e gentilmente cedidas pela Cole¢do de Culturas do Género Bacillus e Géneros
Correlatos (CCGC), do Laboratério de Fisiologia Bacteriana (LFB) do Instituto Oswaldo

Cruz, Fiocruz/RJ, tratam-se das estirpes: LFB-736 (2362): estirpe tdxica, originalmente
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isolada de Simulium damnosum na Nigéria, e indicada pela OMS para utilizagdo em controle
de Culex sp. e Anopheles sp., LFB-847 (SSII-1): estirpe atoxica e LFB-711 (NI-404). Todas
as estirpes foram conservadas a 4-8 °C como culturas cultivadas em meio NYSM (Myers &

Yousten 1978).

4.8 Deteccao de genes codificadores de toxinas entomopatogénicas

O diagnéstico das toxinas entomocidas em B. sphaericus foi realizado por meio da técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para deteccdo dos genes codificadores das
toxinas bindrias (BinA e BinB) e Mtx (1, 2 e 3). O protocolo de preparacdo das amostras para
a amplificacdo foi realizado como descrito por Jagtap et al. (2009), com modificacdes (Tabela
1).

Tabela 1. Sequencias dos oligonucleotideos utilizados na

identificacdo dos genes das toxinas por PCR

Gene Iniciadores SequenciaS'-3'

binb F CCCCAAACATCCTTACTTGAGA

R GCGCACTTCCTTTAACTGCT
mtx1 F ATTCCCTCTTTTGCTTCTCCA

R AGCACTATGAGGTGTCCAAGG
bina F CCAGAAAACGAGCAATACCC

R GACCACATGCTTTGCCAATA
mtx2 F TGATTGCAAGCTTTTTGTTTG

R CAGATGCTTCCCCAGATGTTA
mtx3 F TAGCTTTCCAGATGCAGCAA

R CGAAGTCTCATTTGCCTGACT

Fonte: Jagtap et al. (2009).

Brevemente, as amostras de bactérias foram inoculadas em placas de dgar nutriente (30%
de caldo nutriente — Difco® e 15% de édgar-dgar), e incubadas por 24h a 30°C. Como no
protocolo utilizado néo € necessdria a extracdo do DNA, para a padronizag¢do da quantidade
de amostra, realizou-se inicialmente a PCR comparando amostras obtidas: i) repique direto da
placa de d4gar-nutriente (cultivo 24h/30 °C); ii) 1 uL de cultura liquida em meio caldo
nutriente; iii) 1 L de produto da diluicdo de uma col6nia em 100 xL de dgua livre de
nuclease; iv) 2 uL. de produto da diluicio de uma colénia em 100 gL de dgua livre de
nuclease. O protocolo para obteng¢do da amostra que demonstrou melhor amplificacdo foi
utilizado nos experimentos posteriores. A reacdo de PCR foi realizada utilizando o kit

comercial Master Mix — Promega®, segundo instru¢cdes do fabricante: para um volume final
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de 25 uL foram adicionados 12,5 L. de Master Mix; 1 yL de cada par de oligonucleotideos
[10 uM] (Tabela 1); 9,5 uL de dgua livre de nuclease. As condi¢des para amplificagdo foram
as mesmas descritas por Jagtap et al. (2009): desnaturacio inicial, 95°C por 4 minutos (min.).,
35 ciclos de 95°C por 45 segundos (seg.), 52°C por 30 seg. e 72 °C por 80 seg., seguidos por
uma incubagdo final de 72°C por 7 min. Apés a amplificagdo, 10 uL de cada produto de PCR
foram aplicados em gel de agarose (2%), posteriormente corado com brometo de etidio (0,5
pg/mL). As bandas foram visualizadas utilizando um fotodocumentador (BioDoc Systems™ )
com luz UV. A estirpe B. sphaericus 2362, que possui os genes codificadores das cinco
toxinas entomopatogénicas analisadas, foi utilizada como controle positivo assim como a

estirpe e LFB-7711.

Para determinar o perfil de toxinas de cada uma das amostras, cada par de iniciadores foi
testado individualmente, assim para cada amostra foram realizadas 5 reagdes, gerando
fragmentos de diferentes tamanhos para cada gene: Bin A (100 bp), Bin B (200 bp), Mtx1
(300 bp), Mtx2 (810 bp) e Mtx3 (400 bp). Para os ensaios de multiplex, os iniciadores foram
usados em associacdo. Como referencia para o célculo do tamanho do fragmento gerado,

utilizou-se um marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen®).

4.9 Bioensaio qualitativo para estudo da toxicidade das estirpes de Bacillus sp. isoladas

no estudo

Para o estudo da toxicidade das estirpes isoladas, as amostras foram inoculadas em meio
NYSM-Agar (Yousten, 1984) 4 30 °C por 48h. Ap6s esse periodo um repique da colonia foi
ressuspendido em solugdo 0,85% de cloreto de sédio. A densidade ética em 600nm foi entao
medida e ajustada para 0,1. Apés a leitura, 1 mL da suspensao foi adicionada a copos com 50
mL de dgua contendo 15 larvas de 3° instar de Anopheles aquasalis e incubadas a 26 °C por
48h (Oliveira et al., 1998). Como referéncia de toxicidade foi usada a estirpe 2362 (LFB-736).
Todas as amostras foram testadas em duplicata e foram realizadas trés repeticdes. Como
controle negativo, em duas amostras de larvas foi adicionado apenas solucdo salina (sem
suspensdo de bactérias). Uma estirpe de menor toxicidade (sem a presenca dos genes para
toxinas Bin e Mtx) foi também utilizada para fins de comparacdo, além de duas estirpes de
Bacillus cereus isoladas da racdo Tetramin®. Para avaliar a toxicidade das estirpes em
diferentes estddios de desenvolvimento dos mosquitos, o0 mesmo protocolo foi realizado com
larvas de 4° estddio. A toxicidade foi determinada através do cédlculo de mortalidade de larvas

(porcentagem de larvas mortas), por amostra resultado da média entre os trés experimentos.
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As amostras que causaram mortalidade larval menor do que 20% foram consideradas de baixa
toxicidade; entre 21% e 50% foram consideradas de média toxicidade; mortalidade maior que

50% foram consideradas de alta toxicidade e a mortalidade (Oliveira et al., 1998).

4.10 Teste de crescimento bacteriano na presenca de compostos orgianicos

Com a finalidade de realizar o controle quimico da contaminagdo através da
higienizacdo das bacias de cria¢do de larvas, foi realizado o teste de crescimento bacteriano
para testar quatro sanitizantes quimicos comerciais (dlcool 70%, hipoclorito 1%, &cido
peracético 1% e 4cido acético 10%). Para isso as amostras isoladas foram crescidas em meio
NYSM-dgar por 48h a 32 °C. Apds o periodo de incubagdo, uma amostra da coldnia da
superficie do meio de cultura foi ressuspendida em 0,85% de NaCl e a densidade 6ptica
ajustada para 0,1 a 600 nm, o que resulta numa suspensao contendo aproximadamente de 1 a
2 x 10® UFC/mL de bactérias. Para a inoculagdo da solucdo teste, foi realizada a remogao do
meio de cultura sélido com o auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formacdo de
pocos, nos quais foi possivel a aplicacdo das substincias a serem analisadas. Para testar a
atividade antimicrobiana dos compostos, a suspensdo de bactérias foi plaqueada sobre a
superficie do meio Agar Mueller-Hinton, com auxilio de um swab embebido na suspensdo de
bactérias. Apds plaqueamento, os pogos foram preenchidos com 200ul da solugao teste, sendo
as placas incubadas a 30°C por 16h a 24h. Apés o periodo de incubagdo, suficiente para o
crescimento do tapete bacteriano e formacdo dos halos, o liquido contido nos pogos foi
aspirado com o auxilio de uma pipeta, e os halos medidos com o auxilio de um paquimetro. A
medic¢do foi feita com a placa invertida, a poucas polegadas acima de um fundo nio refletor,
iluminando-a com luz refletida. A padronizagdo do teste foi feita inicialmente utilizando-se a

estirpe BS 2362 e posteriormente testada com as amostras isoladas no estudo.
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5 Resultados:
5.1 Monitoramento da colonia de Anopheles aquasalis

A colbnia de Anopheles aquasalis foi iniciada no laboratério de maldria do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPqRR) no ano de 2004, a partir de larvas gentilmente cedidas pelos
pesquisadores José Bento P. Lima e Denise Valle, Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artrépodes Vetores, Departamento de Entomologia do Instituto de Biologia do
Exército/FIOCRUZ (Benfica-RJ). No entanto, desde a sua implantacdo, em 2004, a
quantificacdo de estdgios pupais ndo era realizada na rotina, o que inviabilizava avaliar a
producdo de insetos adultos. Visando avaliar a estabilidade da producdo de mosquitos An.
aquasalis no laboratério, um dos objetivos iniciais deste projeto foi monitorar a coldnia, o que

passou a ser realizado pela quantificac@o didria dos estdgios pupais (inicio 2008).

A figura 9 ilustra a producdo de didria de pupas de An. aquasalis, no periodo
correspondendo de janeiro de 2009 a dezembro de 2011. Como pode ser observado, a
producdo dos estigios pupais flutuou, ao longo dos meses, com periodos de baixa producio
alternados por periodos de alta producdo. De interesse, a flutuagdo na producdo de pupas ndo
esteve relacionada a uma época do ano especifica. Apesar disto, o ano de 2010 foi o que
alcancou melhores resultados, com cerca de 12.000 pupas apenas no més de maio, € uma
média anual de 5527 pupas. J4 no ano de 2011, coincidindo com uma mudanga fisica do

insetdrio, observamos uma queda gradativa na producao.
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Figura 9. Quantificacdo mensal de pupas de Anopheles aquasalis coletadas no insetério do

Laboratério de Maldria do CPqRR, periodo 2009 - 2011
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o | |
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5.2 Caracteristicas morfolégicas das larvas mortas

Durante os periodos de queda na producdo, observou-se que a baixa se dava devido,
principalmente, a mortalidade excessiva de larvas de L3 e L4. Essas larvas apresentavam
como caracteristicas escurecimento na regido dorsal, acompanhando o tubo intestinal e um
leve encurvamento (Figuras 10B e 10C). As larvas mortas também apresentavam como
caracteristica um alongamento da regido entre a cabeca e o térax, assemelhando-se a um
“pescoco” (Figura 10C). As larvas vivas que se encontravam juntos das mortas apresentavam
alteracdes nos movimentos, indicando problemas relacionados a motilidade, mas sem
alteracdes morfoldgicas visiveis. O fendmeno de canibalismo também foi observado com

frequéncia, com dilaceragcdes de algumas larvas (dados nao mostrados).

A B

c

Figura 10. Foto da larva de 4° estddio de Anopheles aquasalis com aspecto sauddvel (A) e

com morfologia alterada pela acdo de toxinas de B. sphaericus (B e C). As setas indicam

alongamento da regido entre a cabeca e o térax.

5.3 Analise microbioldgica das amostras de agua utilizadas na criacdo dos mosquitos An.

aquasalis

Em funcdo da flutuacdo na produgdo de pupas, coincidindo com periodos de queda na
producdo e mortalidade de estdgios larvais (L3-L4), foram feitas coleta de amostra de dgua
utilizada na criagdo (Figura 8), visando com isto andlises microbioldgicas. Como a andlise
morfolégica inicial das larvas sugeria contaminag@o por bacilos entomapatogénicos, todas as

andlises futuras foram direcionadas a caracterizag¢do destes bacilos.
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5.3.1 Analise macroscopica

Em todas as amostras de dguas analisadas para bactérias entomapatogénicas, o aspecto
das coldnias obtidas no dgar foi semelhante. Mais especificamente, as mesmas apresentaram
cor bege, consisténcia pastosa, medindo de 1 mm a 5 mm de didmetro, com borda irregular e

aparéncia brilhante (Figura 11).

Figura 11. Foto ilustrativa da placa de cultura em meio 4gar nutriente evidenciando as

coldnias sugestivas de bacilos entomopatogénicos (placa de 92 mm x 16 mm)

5.3.2 Analise microscopica

A identificacdo morfolégica das estirpes isoladas nesse estudo foi realizada no
Laboratério de Fisiologia Bacteriana do Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo
Cruz — RJ. As amostras puderam ser visualizadas através de preparacdo a fresco, pegando
uma pequena quantidade da colénia (24h de cultivo) e espalhando sobre a 1dmina, em uma
gota de solucdo salina estéril, sobreposta por laminula. Ao microscopio éptico de campo
escuro (objetiva 100x), foi possivel observar estruturas celulares em forma de bastonete,
extremidades arredondadas, méveis, alinhadas em pequenas cadeias. Também foi possivel
observar a presenca de estruturas celulares em forma de “raquete” (Figura 12), formato
caracteristico do esporangio de B. sphaericus, que adquire esse formato devido a deformacio
causada pela formacdo do corpo paraesporal, em uma das extremidades da célula bacteriana.
Ja no periodo de 48h de cultivo, observaram-se estruturas arredondadas semelhantes aos
esporos (dados ndo mostrados). Dessa forma, foi possivel a identificacdio morfologica

presuntiva de Bacillus sphaericus.
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Gram (B) (aumento de 1000x). As setas indicam os esporangios (24h de cultura).

5.4 Analise da presenca de Bacillus sp. nas amostras coletadas
5.4.1 Amostras coletadas no insetario do Laboratério de Malaria do CPqRR

Apébs o plaqueamento das amostras de dgua em placas de agar nutriente, foi possivel
identificar macroscopicamente as col6nias com caracteristicas descritas no item 5.3.1. Os
resultados mostraram que a maior concentragdo de bactérias foi encontrada nas amostras
provenientes das cubas de criagdo (Tabela 2). No entanto, pequenas quantidades (0,02 x10°
UFC/mL) também foram detectadas em outros recipientes de armazenamento de &dgua
utilizados na manuten¢do da coldnia, tais como recipientes de dgua desclorada. Nenhuma
contaminagdo foi encontrada em amostras provenientes diretamente de dgua tratada (tipo II),
dgua corrente (torneira) ou de dgua do mar (estoques) (Tabela 2). De importancia, a
contaminagdo foi detectada em todo o periodo investigado (2009 a 2012), seja pela
caracteristica das larvas mortas ou pela identificacio microscépica e/ou molecular. Em
nenhuma amostra de dgua das cubas da desova e nos estidios L1-L2 foi detectada
contaminagdo por Bacillus sp. assim como ndo foi verificada mortalidade de larvas (dados

nao mostrados).

45




Tabela 2. Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro (UFC/mL) das estirpes

de B. sphaericus isoladas das amostras de 4gua do Laboratério de Maldria de 2009

a2012
UFC (X10°)

Amostras Origem 2009* 2011 2012
1 Cuba de larvas L3-L4 16 20 20
2 Recipiente de dgua declorada 0,02 0,02 0,08
3 Agua da torneira insetdrio 0 0 0
4 Agua salina estoque (filtrada) 0 0 0
5 Agua barrilete 0 002 0
6 Cuba de larvas diluida 1:10 0,22 3,64 >20
7 Agua tipo 11 0 0 0

*2010, contaminacdo identificada apenas pelas caracteristicas morfolégicas das

larvas mortas

5.4.2 Amostras coletadas em outros insetarios

Visando avaliar se a contaminagdo com bacilos entomopatogénicos era um problema

apenas da colonia do LAMAL, buscou-se aqui investigar possivel contaminagdo de outras

colonias de An. aquasalis. A tabela 3 ilustra os resultados obtidos com amostras coletadas em

colbnias de An. aquasalis de trés insetdrios distintos. Dois dos trés insetdrios apresentaram

contaminagdo com bacilos, representado pelo nimero (<2 UFC/mL), sendo a contaminacio

encontrada predominantemente nos estdgios de L3-L4. Nas amostras de dgua das cubas da

desova e nos estddios L.1-L2 ndo foi detectada contaminacd@o por Bacillus sp.

Tabela 3. Unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL

das amostras de trés insetarios distintos

Insetario 1 Insetario

Insetario 3

Origem da UFC 2 UFC UFC
amostra (x103) (X103 (X103)
Desova - 0 0 (1)

LI1-L2 0(5) 0 0(1)

L2-L3 - 0 0,46 (1)

L3-14 0,47 (6) 0 2(1)
14 - 0 04 (1)
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5.5 Isolamento de Bacillus sp. da racao utilizada na alimentacao das larvas

No ensaio para investigar a presenca de Bacillus sp. na ragdo utilizada na alimentacio das
larvas, foi possivel evidenciar a presenca de coldnias, em &dgar nutriente, com aspectos
distintos entre elas e diferentes das coldnias de Bacillus sphaericus (dados ndo mostrados).
Essas amostras foram encaminhadas para o LFB onde foram posteriormente identificadas

como Bacillus cereus.

5.6 PCR para identificacao das toxinas

5.6.1 Resultado da padronizaciao da reacao de PCR

Com o objetivo de identificar as toxinas produzidas pelas estirpes de B. sphaericus
isoladas da coldnia de An. aquasalis, fez-se necessario, em uma primeira etapa, padronizar a
técnica de PCR. A padronizac¢do da técnica foi realizada a partir de protocolo inicialmente
descrito por Jagtap (2010), utilizando a estirpe referéncia 2362 que expressa todos os genes
das toxinas Bin e Mtx. Os oligonucleotideos utilizados na rea¢do foram os mesmos utilizados
pelo autor e mostraram-se eficientes para amplificar todos os fragmentos testados. No entanto,
a amplificacdo s6 obteve sucesso quando os iniciadores foram testados individualmente.
Assim, foram realizadas cinco reagdes por amostra (uma para cada par de iniciadores) sendo
os melhores resultados obtidos utilizando o kit comercial PCR Master Mix — Promega®

(Figura 13).

31obp

A30bp
300bp
200bp

130bp

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR para
amplificacdo dos genes das toxinas de B. sphaericus. Canaleta 1 a 5: reacdo de PCR com
protocolo (Jagtap, 2010); Canaletas 6 a 10: reacdo de PCR utilizando Kit Master Mix —
Promega®. Canaletas 1 e 6: Bin A; Canaletas 2 e 7: Bin B; Canaletas 3 e 8: Mtx1; Canaletas
4 e 9: Mtx2; canaletas 5 e 10: Mtx3. PM = padrdo de peso molecular 1kb plus (Invitrogen®)
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5.6.2 Padronizacio da quantidade de amostra

O protocolo original, descrito por Jagtap (2010), utilizava como amostra de DNA, uma
pequena quantidade de cultura fresca (24h de cultivo). Com a finalidade de padronizar a
quantidade utilizada, foram realizadas reagdes utilizando repiques de col6nias com 24h de
cultivo (Figura 14): Canaleta 1 - repique direto da placa em meio 4gar nutriente (Difco®);
Canaleta 2: 1 uL de cultura liquida em meio caldo nutriente (Difco®); Canaleta 3: 1 uL de
produto da diluicdo de uma col6nia em 100 L de 4gua livre de nuclease; Canaleta 4: 2 uL. de
produto da dilui¢do de uma colonia em 100 uL de 4gua livre de nuclease. Todos os
iniciadores foram testados individualmente e para 3 toxinas os fragmentos foram
eficientemente amplificados (BinB, Mtx1 e Mtx3) (Figura 14). Como mostrado na figura 14,

areacdo de PCR multiplex ndo funcionou com nenhuma das amostras testadas.

Mtx 2 Mtx 3 Multiplex

Figura 14. Eletroforese do produto da reacdo de PCR para padronizacdo da quantidade de
amostra utilizando a estirpe 2362. Canaleta 1: repique direto da placa; canaleta 2: 1 yL de
cultura liquida em meio caldo nutriente; canaleta 3: 1 yL. de produto da diluicdio de uma
colonia em 100 uL de dgua livre de nuclease; canaleta 4: 2 uLL de produto da dilui¢do de uma
coldnia em 100 gL de 4dgua livre de nuclease; canaleta C-: controle negativo; PM: Padrdo de
peso molecular 1kb Plus (Invitrogen®). Os iniciadores foram testados individualmente (BinA,

BinB, Mtx1, Mtx2 e Mtx3) ou em associacdo (Multiplex)
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5.6.3 Padronizacio da temperatura de anelamento

Com a finalidade de determinar a melhor temperatura de anelamento dos iniciadores
que ndo funcionaram na padronizagdo da quantidade de amostra (BinA, Mtx2 e multiplex), foi
selecionada uma faixa de temperatura que variou de 52 °C a 60 °C, utilizando as melhores
condi¢des determinadas no experimento anterior: 1 uL de produto da dilui¢do de uma coldnia
em 100 uL de dgua livre de nuclease. Os fragmentos amplificaram em todas as temperaturas

(Figura 15). Dessa forma, a temperatura de 52°C foi mantida.
Infelizmente, nas nossas condi¢des, ndo foi possivel viabilizar uma técnica de PCR

multiplex. Foram testadas combinacdes com até trés pares de primers, porém ndo houve

amplificacdo de todos os fragmentos (dados ndo apresentados).

B A Mix 2 Multiplex

el e e le 2 3.4 4~ 5. C-

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% do produto da reacdo em diferentes
temperaturas utilizando a estirpe 2362. Canaleta 1: 52°C; Canaleta 2: 54°C; canaleta 3: 56°C;
canaleta 4: 58 °C; canaleta; canaleta 5: 60°C; C-: controle negativo; PM: Peso molecular 1kb

plus

5,64 PCR para amplificar toxinas de B. sphaericus das amostras isoladas no

Laboratorio de Malaria

Nas amostras coletadas no Laboratorio de Malaria, entre os anos de 2009 e 2012, foram
isoladas 9 estirpes de B. sphaericus (Figura 16A). Dessas amostras, 100% apresentaram as
Mtx 1, 2 e 3, e nenhuma delas apresentou toxinas de cristal (Bin). Na figura 16B € possivel

observar os fragmentos gerados através na reagdo de PCR. Estes fragmentos foram aqueles
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referentes as toxinas Mtx 1, Mtx2 e Mtx3. Conforme esperado, nas estirpes referéncia (2362 e

LFB-711), os genes das 5 entomotoxinas foram detectados (Figura 16B).

Todas as estirpes isoladas nesse estudo foram também identificadas no Laboratério de
Fisiologia Bacteriana e, posteriormente, depositadas na Colecdo de Culturas do Género

Bacillus e Géneros Correlatos do Laboratério de Fisiologia Bacteriana (IOC-Fiocruz/RJ).

A UFC(X10°)/mL
Canaletas Fonte data da coleta 48h

1 Cuba de criacdo de larvas L3-L.4  fevereiro-12 20

2 Cuba de criacdo de larvas L3-L4  fevereiro-12 20

3 Recipiente de 4gua declorada fevereiro-12 0,08

4 Recipiente de d4gua declorada fevereiro-12 0,22

5 Cuba de criacdo de larvas L3-L4 julho-11 0.1

6 Cuba de criacdo de larvas L3-L4 marco-09 4

7 Cuba de criacdo de larvas L3-L4 junho-11 1

8 Larvas mortas junho-11 20

9 Larvas mortas junho-11 432

B

2362 LFB-711 1 2 3 4 5 6 7 8 9 branco PM

MMtz 2 *+—

Mtz 3 -+—
It 1 -—

EBinEB
Bin &

-~

-—

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 2% de produtos PCR obtidos usando os

pares de iniciadores para detec¢do dos genes que codificam as toxinas Bin A (100bp),
Bin B (200bp), Mtx1 (300), Mtx2 (810bp) e Mtx3(400bp). Canaletas 1 a 9: amostras
isoladas no insetario do Laboratorio de Malaria, conforme descrito em A. 2362 e LFB-

711: Amostras referéncias.

5.6.5 PCR das amostras isoladas de outros insetarios

Para determinar o perfil de toxinas das estirpes isoladas em outros insetérios realizou-

se a PCR nas mesmas condi¢des padronizadas anteriormente. No insetdrio 1, todas as estirpes
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isoladas apresentaram apenas a presenca do gene Mtx3 (Figura 17), enquanto no insetdrio 3,

todas estirpes analisadas apresentaram todos os genes Mtx (1, 2 e 3) (dados ndo ilustrados).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 % 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

810bp

400bp
300bp
200bp
100bp

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 2% de produtos da PCR obtidos
usando os pares de iniciadores para deteccdo dos genes que codificam as
toxinas: Bin A, Bin B, Mtx1, Mtx2, Mtx3. Canaletas 1 a 5; B. sphaericus

2362; Canaleta 6 a 20: amostras coletadas no insetario 1

5.7 Teste de crescimento bacteriano na presenca de sanitizantes quimicos comerciais

O teste de crescimento bacteriano na presenca dos sanitizantes quimicos comerciais,
realizado através do teste de difusdo em 4gar, com a cepa BS 2362, indicou resisténcia ao
dlcool 70% e dgua ozonizada (Ozonizador Milli-G) na concentracdo entre 04 e 0,6 ppm. J4
em relacdo ao hipoclorito (1%), dcido peracético (1%) e acido acético (10%), a cepa BS2362
mostrou-se susceptivel, visualizado através da formacdo de halo ao redor do pogo onde foi
aplicado o produto (figura 18). Em seguida, foi avaliada a susceptibilidade das estirpes
isoladas no presente estudo. Para isto utilizou-se o 4cido peracético 1%, ja que este tem o
melhor custo-beneficio. Os resultados mostraram grande variacdo entre as estirpes testadas,
sendo algumas suscetiveis, com a formacao de halo de inibicdo de até 3,1 cm, enquanto outras
resistentes (sem formacdo de halos) (tabela 4). Vale a pena ressaltar, que algumas estirpes
consideradas moderadamente sensiveis, foi possivel observar uma diminuicdo da densidade
das colonias, préximo ao poco onde foi aplicada a substancia teste. Os resultados obtidos apds
24h de incubacdo das amostras de Bacillus sphaericus com a substancia teste (plaqueamento

em 4gar Mueller-Hinton).
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Figura 18. Placas de Agar com a cepa 2362, testadas com: 1) dgua Mili-G; 2) Alcool 70%; 3)
Hipoclorito 1%; 4) Acido peracético 1%; 5) acido acético 10%.

As estirpes isoladas no estudo foram classificadas, de acordo com a resposta a acao do
acido peracético a 1%, como: Sensiveis = didmetro da zona de inibi¢do é maior ou ndo mais
do que 3 mm menos que o controle positivo; Moderadamente sensiveis = halo maior que 2
mm, mas menor que o controle positivo de mais de 3 mm; Resistente = didmetro igual ou

menor que 2 mm (figura 19).

Acido peracético 1%

M Sensivel
m Moderadamente sensivel

m Resistente

Figura 19. Sensibilidade das estirpes de Bacillus sphaericus ao 4cido peracético 1%.
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Tabela 4: Resisténcia e/ou suscetibilidade das cepas isoladas frente ao dcido peracético a 1%

Resistencia /

sucetibilidade
1% acido ao 4cido
Amostra Espécie Estirpe peracético peracético

1 B. sphaericus LFB-711 3,1 S3
2 B. sphaericus 2362 1,7 S
3 B. sphaericus NI404 2.8 S
4 B. sphaericus Lamal 1 2.8 S
5 B. sphaericus Lamal 2 2,6 S
6 B. sphaericus Lamal 3 2.5 S
7 B. sphaericus Lamal 4 DD! R*
8 B. sphaericus Lamal 5 DD R
9 B. sphaericus Lamal 6 24 S
10 B. sphaericus Lamal 7 2.5 S
11 B. sphaericus Insetario 2 A? R
12 B. sphaericus Insetario 2 A R
13 B. sphaericus Insetério 3 A R
14 B.cereus  Racido 1 22 S
15 B.cereus  Raclo 2 23 S

1. DD Diminui¢do da densidade das colonias

2. A Auséncia de halo

3. S Suscetivel

4. R Resistente

5.8 Bioensaio qualitativo para estudo de toxicidade das estirpes isoladas

Ap6s a verificacdo da toxicidade através da detecc@o de genes das toxinas pela técnica de
PCR, a toxicidade das estirpes foi confirmada através da realizacdo de bioensaio qualitativo.
Nesses ensaios, os resultados revelaram diferentes toxicidades entre as estirpes avaliadas. Os
bioensaios confirmaram a alta toxicidade da estirpe 2362 para as larvas L3, diferentemente da
estirpe LFB-711 e SSII-1, que apresentaram baixa toxicidade (Tabela 4). Conforme esperado,
as estirpes de B. cereus isoladas da racdo das larvas nio foram téxicas para as larvas. J4 nas
estirpes isoladas no Laboratério de Maldria a toxicidade das estirpes de B. sphaericus para as
larvas de 3° estddio foi alta quando avaliadas em ensaio bioldgico, assim como aquelas
isoladas no insetdrio 3. J4 para as larvas de 4° estiddio, as estirpes apresentaram, em sua

maioria, média toxicidade. A estirpe isolada no insetario 1 apresentou baixa toxicidade.
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Tabela 4. Avaliacdo qualitativa da atividade bioldgica das estirpes de Bacillus sphaericus isoladas em larvas de Anopheles aquasalis de colonias de insetarios

brasileiros e o perfil de toxinas entomogénicas obtidos por PCR

Toxinas? Mortalidade (%)®
Espécie Estirpe Origem Fonte de Isolamento/Ano
Gene da Genes das L3¢ Toxicidade L4¢ Toxicidade
toxina Bin | toxinas Mtx Média (DP)® Média (DP)¢
SSII-1¢ India Larvas de Culex fatigans / 1976 - 1 0,0 (0,0) Baixa 84 (5,1) Baixa
. 2362°¢ Nigéria Adultos de Simuliun damnosun / 1981 AB 123 66,7 (26,7) Alta 42,4 (5,8) Média
B.sphaericus
LFB-711° Brasil Solo, Parque Nacional Mte Pascoal, Ba / AB 123 6,7 (6,7) Baixa 10,1 (9.9) Baixa
1989
LAMAL 1 Bacia de criago A. aquasalis (L3-14) / - 12,3 83,3 (0,0) Alta 37,2 (10,6) Média
Julho-2011
LAMAL 2 Bacia de criagdo A. aquasalis (L3-14) - 12,3 60,0 (16.,7) Alta 30,2 (16.9) Média
/Marco-2009
LAMAL 3 Bacia de larvas mortas A. aquasalis / - 123 68,3 (15)0) Alta 19,1 4,2) Média
) Junho-2011
B.sphaericus LAMAL 4 In];i::slirio ND / Fevereiro-2012 - 12,3 53,3 (13.3) Alta 456 (22,2) Média
LAMAL 5 Balde de dgua desclorada / Fevereiro-2012 - 12,3 58,3 (35)0) Alta 12,2 (2,2) Baixa
LAMAL 6 Bacia de larvas mortas A. aquasalis - 12,3 63,3 (26,7) Alta 20,9 (19,1) Média
/Fevereiro-2012
LAMAL 7 Bacia de larvas mortas A. aquasalis - 123 61,7 (11,7) Alta 55,7 (12,3) Alta
/Fevereiro-2012
Insetario 3 Bacia de criacdo A. aquasalis (L3-1L4) / - 1,23 55,0 (28,3) Alta 48,8 (12,1) Alta
B.sphaeri Insetério Maio-2012
SPRACTICUS | 1 setdrio 3 Brasil Bacia de larvas mortas A. aquasalis / - 123 733 (133) Alta 20,7 (0.,0) Média
Julho-2012
. Insetério 1 Insetdrio Bacia de criagdo A. aquasalis (L3-14) - 3 3,3(3,3) Baixa 26,7 (26,7) Média
B.sphaericus .
Brasil /Marco-2012
Coldnia Raco triturada para alimentar as larvas / - - 1,7 (1,7) Baixa 10,0 (10,0) Baixa
B Fosca Raciao Junho-2012
-cereus Colo6nia Tetramin ® Racao triturada para alimentar as larvas / - - 0,0 (0,0) Baixa 1914 Baixa
Brilhante Junho-2012
Controle - - 6.7 (6,7) - 6.8 (0,1) -
Negativo - - --

(NaCl 0,85%)

a produtos amplificados por técnica de PCR;? > 50% de mortalidade larval igual 2 alta toxicidade; 21% a 50% de mortalidade larval igual 2 média toxicidade; 0% a 20% de mortalidade larval igual a baixa

toxicidade, segundo Oliveira et al., 1989. ¢ Cepas cedidas pela LFB/CCGB/FIOCRUZ; 9 Bioensaios realizados em larvas de A. aquasalis;* Média de dois ensaios e Desvio padrio (DP); ND = Nio Determinado
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6 Discussao

No presente trabalho, com o monitoramento da colonia de An. aquasalis através da
contabilizacdo didria de pupas, foi possivel observar que em alguns periodos ocorria uma
queda significativa na producdo, relacionadas a mortalidade excessiva de larvas,
principalmente no estddio L3 e L4. Achados semelhantes foram descritos por outros autores,
utilizando diferentes espécies de mosquitos, nos quais as larvas L3 e L4 mostraram-se mais
suscetiveis aos bacilos entomopatogénicos (Consoli et al., 1995). Assim, o presente trabalho
buscou inicialmente a caracterizagdo morfoldgica das larvas mortas ou danificadas em busca
da possivel causa mortis. Algumas larvas de An. aquasalis apresentaram, em um primeiro
momento, alteragdes nos movimentos, seguido de escurecimento gradual na regido dorsal
acompanhando o tubo intestinal. Em um estudo realizado para testar a atividade da estirpe de
Bacillus sphaericus 2362 contra larvas de Culex quinquefasciatus, Mulla e colaboradores
(1991) descreveram caracteristicas semelhantes das larvas. Estes autores descreveram como
aberra¢do mais comum (15% das larvas) uma regidao de alongamento entre a cabeca e o térax
(assemelhando-se a um “pesco¢o”), com ou sem a presenca de uma projecdo transparente
tordcica antero-bulbosa. Assim, outras alteragdes foram categorizadas pelos mesmos autores
como: i) larvas encurtadas; ii) larva com formato normal, mas pintadas de preto; iii) larvas
parcialmente pretas; iv) pré pupas: onde todas as caracteristicas externas eram de larvas, mas
as pupas eram formadas e contidas dentro do exoesqueleto larval (Mulla et al., 1991). No
presente estudo, caracteristicas semelhantes também puderam ser evidenciadas nos caddveres

das larvas da coldnia de An. aquasalis.

De importincia, o aumento da mortalidade de larvas, o atraso no tempo de
desenvolvimento larval, assim como a diminui¢do na taxa de empupagdo, oviposicdo e
eclosdo, podem indicar problemas relacionados a qualidade da dgua utilizada na manutengao
dessas colonias (Aurelie et al., 2007). Em 1964, Kramer revisou os problemas relacionados a
contaminag¢do de larvas em coldnias de mosquitos mantidas em laboratérios de pesquisas, que
levavam a alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais nas larvas de culicideos.
Dentre essas ocorréncias, a contaminagdo por Streptococcus, espiroquetas e microsporidios,
que ja haviam sido descritos por outros autores (Christophers and SR, 1960; JETTMAR,
1947; LAIRD, 1959). Dentro desse contexto, o mais importante parece ser a observacio, na
rotina de criacdo, de alteragdes associadas a mortalidade das larvas e as caracteristicas dessas

N

quanto a sua morfologia e comportamento. Dessa forma, a qualidade da dgua parece ser
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essencial para o sucesso da colonia de culicideos, ja que através dela sdo veiculados diversos
microrganismos que podem interferir no desenvolvimento das larvas e constituir um elemento

critico na manuteng@o de col6nias de anofelinos.

No presente trabalho, as amostras coletadas de recipientes de armazenamento de dgua do
insetdrio, submetidas ao plaqueamento em meio de cultura sélido, logo apés o tratamento
térmico, revelaram a presengca de col6nias bacterianas, sugerindo a presenca de esporos
termorresistentes na dgua, ja que as formas vegetativas ndo resistem a esse processo (Yousten
et al., 1992). As colbnias obtidas no dgar obtiveram caracteristicas semelhantes, mas de
tamanhos variados aparentemente dependentes da concentragdo de coldnias na placa. A
caracteristica das coldnias obtidas com a aplicacio do protocolo de choque térmico sugeriu se

tratar de Bacillus sp.

Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus sao duas bactérias de grande importancia em
controle bioldgico de insetos. Ambos sdo bastonetes Gram positivos, da familia Bacillaceae.
As células vegetativas de B. sphaericus medem de 0,6 a 1,0 ym de largura por 1,5 a 7,0 um
de comprimento. Em determinadas condi¢des podem formar esporos com 0,7 a 1,2 ym, na
posicdo subterminal ou terminal. A presenca do esporo é responsdvel pela deformacdo do
esporangio, que adquire o formato de raquete como consequéncia (Claus & Berkeley, 1974;
Habib & Andrade, 1998). No pressente trabalho, essas formas puderam ser observadas com
frequéncia, tanto nas laminas preparadas a fresco quanto nas ldminas coradas pela técnica de
Gram. Também, através da contagem das unidades formadoras de coldnias presentes na placa
foi possivel identificar focos de disseminagdo da contaminacdo encontrada. Assim, a
visualizacdo microscépica das formas vegetativas e esporangio permitiu a identificacdo da
espécie de bacilo, como B. sphaericus nas diversas amostras de dgua coletadas no insetario do
Laboratério de Maldria. A 4gua utilizada na manutencéo da coldnia € proveniente da rede de
abastecimento de dgua de Belo Horizonte e, para a criacdo das larvas é necessdria sua
decloragdo. Para isso, a dgua da torneira € filtrada (filtro de 3 ym), armazenada e oxigenada
com o auxilio de um oxigenador utilizado em aqudrios por um periodo de 24h. Sé apds esse
processo, a dgua pode ser utilizada na criacdo. A maioria das estirpes de bacilos
entomopatogénicos ¢ geralmente isolada do solo (Brownbridge and Margalit, 1987; da Silva
et al., 1999; Rodrigues et al., 1998; Weiser and Prasertphon, 1984) ou de seus hospedeiros
(Cavados et al., 2001; Orduz-Peralta et al., 1992). No entanto, esporos de bacilos também
podem ser facilmente encontrados em ambiente aquético e esses podem resistir em diversos

tipos de d4gua e em temperaturas variadas, podendo permanecer em dgua filtrada, armazenada
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entre 15 °C e 30 °C por mais de 200 dias, bom como em dgua salina (20% de salinidade) por

mais de 100 dias (Yousten et al., 1992).

No insetario do Laboratorio de Malaria, as larvas sdo mantidas em ambiente onde a
temperatura é controlada e deve variar entre 26 °C e 29 °C, que é também a faixa de
temperatura ideal para crescimento e cultivo de B. sphaericus. Ja foi descrito que B.
sphaericus tem a capacidade de se reciclar nos caddveres das larvas, através da producio de
esporos termorresistentes (Labib and Mohamad, 2003). O nimero de células vegetativas pode
aumentar rapidamente nestes caddveres, resultando em um aumento da concentragdo destas
bactérias em até 20 vezes no intestino larval. Este fendmeno acontece tanto para a espécie de
Culex quanto para a espécie de Anopheles estudadas. Assim, as cubas de criagdo, uma vez
contaminadas, funcionam como verdadeiros “criadouros” dessas bactérias, que encontram
ambiente totalmente favordvel ao seu desenvolvimento e persisténcia no ambiente, ja que seus
esporos e células vegetativas podem se aderir facilmente as superficies através da formacgdo de
biofilmes. Biofilmes sdo populacdes de microrganismos aderentes que sdo presos em uma
matriz exopolissacaridea. Muitas bactérias vidveis e metabolicamente ativas podem se prender
eficientemente a estas superficies (Jayaraman et al., 1997). Nossos resultados confirmaram
que a maior concentracdo de bactérias foi encontrada nas cubas de criacdo. Neste contexto, o
presente trabalho parece ser pioneiro, ji que até hoje ndo se tem registro na literatura da
ocorréncia de contaminagdo natural por bacilos entomopatogénicos em colénias de mosquitos
mantidas em insetdrio. Partindo desse principio, procurou-se também investigar a presenga
desses bacilos em outras col6nias de anofelinos estabelecidas no Brasil. Os resultados
apontaram que a contaminacdo também ocorria em outros insetdrios, o que levava também a
mortalidade excessiva de larvas (informag@o pessoal). Dos trés insetarios investigados, dois
apresentaram contaminacao por Bacillus sphaericus. Entretanto, a contaminag@o nesses locais
foi inferior aquela encontrada no insetdrio do Laboratdrio de Maldria do CPqRR. Além disso,
o perfil de toxinas das estirpes isoladas foi também distinto entre os insetdrios estudados. A
(s) razdo (zdes) para estas diferengas encontradas entre os insetdrios sdo ainda desconhecidas.
Apesar disto, pode se especular que as diferencas observadas possam estar associadas ao
tempo de contaminagdo dessas coldnias, isto €, coldnias recentemente infectadas apresentam
provavelmente uma menor concentragdo de bacilos que aquelas com contaminagcdo mais
antiga, ji que os esporos dos bacilos tendem a permanecer aderidos em substratos, se
mantendo no ambiente por mais tempo, e também se proliferam rapidamente no intestino das

larvas. Entretanto, como ainda existem poucos insetdrios mantendo coldnias de anofelinos no
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Brasil, fazem-se necessarios estudos futuros para saber quio frequente € a contaminag¢éo por

bacilos entomopatogénicos em coldnias de mosquitos neotropicais.

Na investigacdo da presenca de bacilos na racdo utilizada para alimentacdo das larvas,
nossos resultados identificaram a presenca de Bacillus cereus. Esta bactéria € uma espécie
cosmopolita, sendo considerada como sapréfita de solo, mas também encontrada em
alimentos de origem animal e vegetal, particularmente em produtos ldcteos. As coldnias desta
espécie podem ser identificadas por apresentarem forma irregular, esbranquicadas e
geralmente brilhantes (Vilas-Bdas et al., 2007). No entanto, apesar de B. cereus ser
patogénica ao homem e responsdvel por episddios de intoxicacdo alimentar, as estirpes de B.
cereus ndo possuem atividade entomopatogénica, o que pode ser confirmado através da PCR
a qual os fragmentos ndo foram amplificados. Nos ensaios bioldgicos as estirpes também se

mostraram atoxicas para as larvas.

A toxicidade das cepas de B. sphaericus para as larvas de culicideos estd na sua
capacidade de produzir toxinas entomopatogénicas. Por causa da presenca das toxinas, além
das alterages morfoldgicas, a contaminagdo por bacilos pode levar a efeitos histopatolégicos
e citopatoldgicos da larva, tais como, lesdes intestinais, do sistema nervoso central e misculo
esquelético, levando consequentemente a alteracdes na motilidade (Charles, 1987; Oliveira et
al., 2009; Singh and Gill, 1988). De fato, durante o presente estudo foi possivel observar
alteracdes no movimento das larvas contaminadas, que podem sugerir que essas sejam
causadas pela a acdo das toxinas de B. sphaericus. As inclusdes cristalinas formadas no
momento da esporulacdo contém proteinas que sdo produzidas sob a forma de prétoxinas, as
quais sdo transformadas em peptideos toxicos no intestino do inseto, pela a¢do do pH alcalino
intestinal e de proteases. A toxina ativada causa a lise das células epiteliais e a morte das
larvas (Singh and Gill, 1988). No entanto, nem todas as estirpes sdo capazes de produzir estas
toxinas, ja tendo sido identificadas estirpes que ndo produzem nenhuma toxina (Aquino de
Muro et al., 1992), enquanto outras que produzem tanto toxinas de cristal (Bin) quanto

toxinas de membrana (Mtx) (da Silva et al., 1999).

As primeiras estirpes entomopatogénicas descritas de B. sphaericus foram isoladas na
Califérnia a partir de larvas de Culiseta incidens (Diptera: Culicidae) e foram chamadas de
estirpes K e Q (Kellen et al., 1965). Posteriormente, revelou-se que essas estirpes nao
apresentavam as toxinas de cristal sendo classificadas por isso como de baixa toxicidade.

Atualmente, diversas estirpes sdo conhecidas produtoras das toxinas de cristal e muitos
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trabalhos estdo utilizam as estirpes 1593 e 2362, isoladas, respectivamente, na Indonésia
(Singer, 1973) e na Nigéria (Weiser, 1984). A estirpe 2362 tem servido como amostra de
referéncia na maioria dos produtos comerciais a base de B. sphaericus, indicados,
principalmente, para o controle de mosquitos dos géneros Culex e Anopheles (Alves et al.,
2006; Castro et al., 2002; Medeiros et al., 2005). Isto porque esta estirpe apresenta as toxinas
de cristal, que sdo extremamente téxicas para as larvas de mosquitos (El-Bendary et al., 2005;
Stray et al., 1988). J4 foi descrito por outros autores que a toxicidade das estirpes pode variar
também em relacdo aos seus hospedeiros, ja que a acdo das toxinas Bin estd relacionada a
presenca de receptores especificos no intestino das larvas (Silva-Filha et al., 1997).
Entretanto, pouco se sabe sobre a forma de ac@o das toxinas Mtx e a presenca desses
receptores em mosquitos anofelinos. Estudos moleculares revelaram que a toxidade da Mtx2
pode variar entre as estirpes pela mudanga de apenas 4 a 8 bases na sequéncia de aminoacidos
dos genes dessas toxinas, e que essas pequenas alteracdes podem refletir na variada toxicidade
dessas estirpes entre as diferentes espécies de mosquitos (Chan et al., 1996). Através dos
resultados obtidos na PCR das estirpes isoladas no LAMAL, foi possivel observar apenas o
perfil de toxinas Mtx, no entanto a toxicidade dessas estirpes variou de média a alta quando
desafiadas em ensaio bioldgico. Esses resultados mostraram que as toxinas Mtx presentes nas
amostras isoladas de insetdrios de criacdo tiveram de média a alta toxicidade para larvas de 3°
estddio de Anopheles aquasalis e baixa a média nas larvas de 4° estddio. Outros estudos
também identificaram diferenca de toxicidade entre os estddios larvais, muitas vezes
atribuidos ao fato de as larvas de 4° estddio alimentar menos do que as larvas de 3° estddio

(Rodrigues et al., 1999).

Diante da problemadtica aqui apresentada, um dos fatores mais criticos envolvidos na
contaminagdo de coldnias de mosquitos por bacilos entomopatogénicos parece ser a sua
capacidade de permanecer no ambiente, seja através da reciclagem no organismo das larvas
mortas, seja pela formagdo de biofilmes ou pela capacidade desses microrganismos em formar
esporos termorresistentes. Assim, algumas alternativas podem ser avaliadas para implantacio
na rotina de manutencdo como: higienizacdo eficiente das bacias de criagdo para eliminacio
dos focos de contaminagdo e persisténcia dos bacilos na coldnia; a instalacdo de filtros de
0,45 pm que permitissem a retencdo de esporos. Assim, faz-se necessdrio utilizar um produto
desinfetante e/ou esterilizante que nio seja toxico para o manipulador e para as larvas, de facil
enxigue, econdmico, de aplicagdo rdpida e que ndo deixe residuo. Sanitizantes sdo
compostos, geralmente quimicos, que matam formas vegetativas e/ou esporuladas de

microrganismos patogénicos. A sanitizagdo quimica é um meio muito empregado na
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higienizacdo de equipamentos e/ou ambiente de inddstrias alimenticias e farmacéuticas e
sistemas de saide (Ceccanti et al., 2011; Tolleson et al., 2012). A utilizacdo dos sanitizantes
estd relacionada ao tipo de amostra, a espécie de organismos e ao grau de contaminago.
Diversos sdo os sanitizantes utilizados para esse fim como: compostos a base de cloro, iodo,
perdxido de hidrogénio, dcido peracético e quaterndrio de amonio. Esses produtos devem ser
aprovados através de testes laboratoriais, nas condi¢cdes recomendadas pelos fabricantes
(Beltrame et al., 2012). Um bom sanitizante, além de matar microrganismos, deve possuir
outras caracteristicas de acordo com o objetivo de sua aplica¢do. Visando o controle quimico
da contaminacdo através da higienizacdo das bacias de criacdo de larvas, estudos preliminares
foram realizados para testar trés sanitizantes quimicos comerciais (dlcool 70%, hipoclorito
1%, acido peracético 1% e acido acético 10%), todos nas diluicdes recomendadas pelo
fabricante. Com excecéo do élcool 70%, os outros trés compostos foram capazes de formar
um halo de inibi¢do especifico (> 2 cm) contra a com a estirpe 2362, usada como referéncia.
No entanto, hipoclorito e dcido acético, nas dilui¢des utilizadas, sdo invidveis para na rotina
do insetdrio, seja pela alta toxicidade e/ou custo elevado. J4 o 4cido peracético a 1% inibiu
cerca de 50% das amostras testadas (Anexo III). Este composto é produzido por uma reagdo
quimica entre o peréxido de hidrogénio e dcido acético e, em solugdo aquosa mata esporos
bacterianos e agem contra a formacdo de biofilmes bacterianos (Kauppinen et al., 2012).
Devido ao seu alto poder oxidante, o 4cido peracético promove a oxidagcdo dos componentes
celulares, agindo sobre a membrana citoplasmadstica, desativando as funcdes fisioldgicas, por
exemplo, a barreira osmoética. Como consequéncia, o 4cido peracético tem sido utilizado em
esterilizacdo de materiais hospitalares e na indudstria alimenticia e farmacéutica. Assim,
acredita-se que este composto pode ser promissor como santizante em insetdrios de
experimentacdo. Portanto, como perspectiva deste trabalho, pretende-se realizar estudos mais
criteriosos para viabilizar este e outros compostos no insetdrio do Lamal, com o objetivo de

prevenir contra futuras contaminag¢des por microrganismos como os bacilos.
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Conclusoes

A identificacdo morfolégica e molecular das estirpes isoladas do insetdrio do
Laboratério de Maldria permitiu identificar a presenca de Bacillus sphaericus na

coldnia de criagdo de Anopheles aquasalis;

No insetdrio do Laboratério de Maldria, a dgua utilizada na criacdo das larvas de
Anopheles aquasalis foi responsdvel pela veiculacdo dos esporos de Bacillus
sphaericus e o armazenamento de dgua, no processo de descloracdo, favoreceu a

ativacdo dos esporos em células vegetativas;

A comparacdo inter-insetdrios permitiu comprovar que a contaminacdo por B.

sphaericus estava presente em 3 dos 4 insetdrios estudados;

O perfil de toxinas de B. sphaericus variou entre as estirpes isoladas nos diferentes
insetdrios, sendo que apenas as da familia Mtx foram identificadas nas amostras

investigadas;

As larvas de 3° estddio mostraram-se mais suscetiveis as estirpes de B. sphaericus do

que as larvas de 4° estadio;

As toxinas Mtx1, Mtx2 e Mtx3 de B. sphaericus foram identificadas nas estirpes
isoladas em dois dos trés insetdrios com contaminagdo, sendo altamente téxicas para

as larvas de 3° estddio de Anopheles aquasalis;
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ANEXO1
Licenca CEUA: LW 49/2010
Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacgédo Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e Comisséo de Etica
P 4 no Uso de Animais

Laboratdrios de Referéncia

LICENCA LW-49/10

Certificamos que o protocolo (P-30/10-3), intitulado "Manutengao de insetario para
estudos da interagio de patogenos e seus mosdquitos vetores”, sob a responsabilidade de
LUCIANO ANDRADE MOREIRA, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga nao exime a observancia das Leis e demais
exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 29/11/2014 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 384 Fémeas de Swiss webster, Idade: 6 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 29 de novembro de 2010

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comiss#o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratarios de Referéncia - Fundacdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz br
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ANEXO II

REGISTRO DIARIO DE PUPAS COLETADAS
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