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RESUMO

A microbiota bacteriana associada aos mosquitos apresenta uma diversidade significativa e pode
interagir de forma simbiética ou antagbnica com seus hospedeiros, surgindo como alternativa na
busca de novos agentes entomopatogénicos. Este estudo analisou bactérias cultivaveis isoladas de
todas as etapas do ciclo de vida de Ae. aegypti, considerando 0s seguintes aspectos: i) a atividade
larvicida de metabdlitos e determinagdo de CLsoe CLgo contra o Ae. aegypti; ii) a identificagéo
taxondmica das bactérias, por meio de analises morfoldgicas e moleculares; e iii) atividade
larvicida dos componentes celulares (Pellet) e sobrenadantes obtidos de Enterobacter spp.,
Bacillus spp. e Stenotrophomonas spp. contra o Ae. aegypti. No que diz respeito ao primeiro
aspecto, foram isoladas 424 bactérias das amostras de ovos, larvas, pupas e fémeas adultas de Ae.
aegypti, utilizando os meios de cultivo (NA, LB e ISP2). Todas as bactérias foram testadas quanto
ao potencial entomopatogénico contra larvas deste vetor. Nove linhagens dos géneros Bacillus,
Enterobacter e Stenotrophomonas apresentaram 100% de atividade larvicida, semelhante a
linhagem padrdo Bti AM65-52. Em relacdo ao topico ii, entre 415 isolados analisados quanto a
diversidade bacteriana, 300 sdo gram-negativas e 115 gram-positivas. Todas as linhagens
apresentaram-se como catalase positivas e foram agrupadas em dez morfotipos: coco negativo,
bacilo positivo, bacilo negativo, cocobacilo negativo, microbacilo positivo, microbacilo negativo,
cocos positivo, micrococcus negativo, diplococo negativo e cocobacilo positivo.. Por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA, foram sequenciadas 68 linhagens bacterianas cujas
sequéncias foram comparadas com as do GenBank. Os géneros identificados foram:
Acinetobacter, Bacillus, Delftia, Enterobacter, Leclercia, Pseudomonas, Paenibacillus,
Stenotrophomonas e Sphingobacterium, os quais foram representantes de trés filos. O filo
Proteobacteria (60,30%) foi o mais abundante, sequido de Bacillota (36,76%) e Bacteroidetes
(2,94%). No terceiro aspecto, nove linhagens que apresentaram atividade larvicida foram
utilizadas para o teste das fracdes do sobrenadante secretado e dos componentes celulares (pellets),
quanto a atividade larvicida. Os resultados monstraram que a fracdo dos pellets das bactérias
P18NA-Enterobacter sp. e L65NA-Bacillus sp. causaram 100% de mortalidade das larvas nas
primeiras 24h, respectivamente. Em relacdo a toxicidade da fracdo do sobrenadante secretado, a
bactéria P18NA- Enterobacter sp. ocasionou 100% de mortalidade em 24h, enquanto que a
linhagem L65NA-Bacillus sp. 98% em até 72h. As fracbes do pellet e sobrenadante das linhagens
apresentaram perfis de toxicidade semelhantes ao da linhagem Bti AM65-52. Portanto, este estudo
evidencia que algumas bactérias isoladas de Aedes aegypti podem ter um potencial antagbnico
para o préprio vetor. Os dados sdo promissores para o desenvolvimento de novos bioinseticidas
destinados ao controle desses mosquitos de importancia médica. Além disso, este estudo fornece
novas informacdes sobre a estrutura e abundancia da microbiota em diferentes estagios do Ae.
aegypti e uma compreensdo das interacdes entre mosquitos e microrganismos.

Palavras-chaves: Microbiota bacteriana, Aedes aegypti, controle biol6gico, Metabolismo
bacteriano



ABSTRACT

The bacterial microbiota associated with mosquitoes is diverse and can interact symbiotically or
antagonistically with their hosts, providing an alternative in the search for new entomopathogenic
agents. In this study, cultivable bacteria isolated from all life stages of Ae. aegypti were analyzed
for: 1) their larvicidal activity of crude metabolites and determination of LC50 and LC90 against
Ae. aegypti; ii) taxonomic identification of the bacteria, involving morphological and molecular
analyses; and iii) larvicidal activity of cellular components (pellet) and supernatants obtained from
Enterobacter spp., Bacillus spp., and Stenotrophomonas spp. against Ae. aegypti. For topic i, 424
bacteria were isolated from egg, larva, pupa, and adult female samples of Ae. aegypti using culture
media (NA, LB, and ISP2). All bacteria were tested for entomopathogenic potential against larvae
of this vector. Nine strains of the genera Bacillus, Enterobacter, and Stenotrophomonas showed
100% larvicidal activity, similar to the standard strain Bti AM65-52. Regarding topic ii, among
415 isolates analyzed for bacterial diversity, 300 are Gram-negative and 115 Gram-positive. All
strains were catalase positive and presented ten morphotypes: negative coccus, positive bacillus,
negative bacillus, negative coccobacillus, positive microbacillus, negative microbacillus, positive
cocci, negative micrococcus, negative diplococcus, and positive coccobacillus. The strains were
grouped according to morphological characteristics, where a representative of each group was
identified by molecular characters. Through 16S rRNA gene sequencing, 68 bacterial strains were
sequenced, and their sequences were compared with those in GenBank. The identified genera
were: Acinetobacter, Bacillus, Delftia, Enterobacter, Leclercia, Pseudomonas, Paenibacillus,
Stenotrophomonas, and Sphingobacterium, representing three phyla. The phylum Proteobacteria
(60.30%) was the most abundant, followed by Bacillota (36.76%) and Bacteroidetes (2.94%).
Regarding topic iii, nine strains that exhibited larvicidal activity were used to test the fractions of
secreted supernatant and cellular components (pellets) for larvicidal activity. The results
demonstrated that the pellet fraction of bacteria PL8BNA-Enterobacter sp. and L65NA-Bacillus sp.
caused 100% larval mortality within the first 24 hours, respectively. Regarding the toxicity of the
secreted supernatant fraction, the bacterium P18NA- Enterobacter sp. caused 100% mortality in
24 hours, while the strain L65NA-Bacillus sp. achieved 98% within 72 hours. The pellet and
supernatant fractions of the strains presented toxicity profiles similar to the Bti AM65-52 strain.
Therefore, this study demonstrates that some bacteria isolated from Ae. aegypti may exhibit
antagonistic potential towards the vector itself. The data are promising for the development of
new bioinsecticides for the control of these medically important mosquitoes. Additionally, this
study provides new information on the structure and abundance of microbiota at different stages
of Ae. aegypti and an understanding of the interactions between mosquitoes and microorganisms.

Keywords: Bacterial microbiota, Aedes aegypti, biological control, bacterial metabolismo
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INTRODUCAO

Mosquitos da familia Culicidae estdo distribuidos nas cinco regides biogeograficas do
globo terrestre, sendo encontrados em ambientes de florestas tropicais, que abrigam a maior
diversidade de espécies (HARBACH 2022; WRBU 2022). No Brasil, o Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) é o principal vetor de patdgenos que causam doencas como a dengue, chikungunya, zika,
entre outras, que ainda infectam milhares de pessoas em todo 0 mundo (VEGA-RUA et al., 2014;
CAMPBELL etal., 2015; LIMA-CAMARA, 2016; LETA et al., 2018; KRAEMER et al., 2019).

A diminuicdo da transmissdo desses arbovirus pode ser ocasionada com a diminuicdo da
populacdo do vetor, sendo os inseticidas como Clotianidina, Deltametrina, Imidacloprido e
Praletrina alguns dos mais utilizados para tal finalidade (MS, 2022). No entanto, 0 uso continuo e
prolongado pode ocasionar a selecdo de mosquitos resistentes, contaminacdo ambiental e de
alimentos, efeitos nocivos em outros organismos e alto custo econémico (AMELIA-YAP et al.,
2020).

Diante disso, é necessario implementar novas medidas de controle para o vetor que sejam

ecologicamente corretas e seguras para 0 meio ambiente, como os bioinseticidas provenientes de
microrganismos entomopatogénicos e moléculas produzidas pelo metabolismo de bactérias e
fungos (ALVES, 1998; SALDANHA et al., 2017; FALQUETO et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2021). A utilizacdo deste método alternativo € promissora, pois apresenta vantagens como o baixo
custo, e alguns metabdlitos podem apresentar mecanismo de acao direcionada ao organismo alvo
e menor impacto no meio ambiente e na satde humana (KATAK et al., 2023).
As bactérias sdo capazes de produzir uma diversidade de metabdlitos, alguns dos quais séo
responsaveis pelo processo de adaptacdo e sobrevivéncia das mesmas. Além disso, podem ser
utilizadas em diversos processos biotecnoldgicos, industriais, farmacéuticos e no controle de
vetores de doencas e pragas agricolas (SEYEDSAYAMDOST, 2019). Espécies bacterianas como
Bacillus thuringiensis, B. subtilis, Lysinibacillus sphaericus, Brevibacillus laterosporus,
Brevibacillus halotolerans e Serratia marcescens demonstraram evidéncias de patogenicidade
para o controle de populacGes de Ae. aegypti, Anopheles darlingi e Culex quinquefasciatus
(BRAVO et al., 2007; DONOVAN et al., 2015; SOARES-SILVA et al., 2017; BARBIERE et al.,
2021; KATAK et al., 2021). A descoberta de novas bactérias, genes ou vias metab6licas podem
ser exploradas de microrganismos por meio de diversas abordagens envolvendo técnicas como a
gendmica, protebmica e metaboldmica (PERNICE et al., 2014; BARBOSA et al., 2015; PEREIRA
et al., 2017). Com isso, essa interacdo de diversas areas pode auxiliar na descoberta de novos
agentes entomopatogénicos e novas moléculas bioinseticidas.

Os microrganismos, como componentes dos ecossistemas, sao amplamente encontrados na

natureza em diversos ambientes, como solos, plantas, aguas e insetos (QIU et al., 2023). A



microbiota bacteriana associada ao Aedes aegypti molda-se mutuamente e coloniza 0s seus
diferentes orgdos, influenciando significativamente o ciclo biologico e a competéncia vetorial por
meio de interacBes simbidticas ou microparasitarias (GENDRIN & CHRISTOPHIDES, 2013).
Conhecer as principais interacfes e a variabilidade genética das espécies constituintes da
microbiota bacteriana associada ao Ae. aegypti € importante para o desenvolvimento de estratégias
de controle vetorial. A caracterizacdo das bactérias associadas ao Ae. aegypti e a identificacdo de
bactérias com potencial larvicida podem contribuir para o controle do mosquito vetor e reduzir a

transmissao de arbovirus.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), (Diptera: Culicidae)

O mosquito Aedes aegypti possui ciclo bioldgico holometabolo (ovo, larva, pupa e adulto).
Esse ciclo inicia em criadouros contendo agua, onde 0s mosquitos pdem os ovos que eclodem em
larvas, passam pela fase de pupa e eventualmente se transformam em adultos. Os ovos séo de
formato alongado e fusiforme e, ap6s a embriogénese, quando armazenados em condicgdes
desfavoraveis para a eclosdo das larvas, podem entrar em diapausa embrionaria e manter a
viabilidade embrionéria por cerca de um ano (SILVA & SILVA, 1999; POWELL &
TABACHNICK, 2013). A resisténcia embrionaria é um dos principais obstaculos ao controle do
vetor, pois possibilita a dispersdo da espécie para diferentes locais, aderidos em recipientes como
pneus, vasos de plantas e materiais descartaveis (FORATTINI, 2002; SIMMONS et al., 2012).

O estagio larval é constituido por quatro estadios (L1, L2, L3 e L4), morfologicamente
idénticos, mas diferentes em tamanho. As larvas se alimentam da matéria orgénica e dos
microrganismos presentes nos criadouros. Apds o quarto estadio, entram no estagio de pupa, que
ndo se alimenta, mas permanece no ambiente aquatico onde ocorre a metamorfose para a fase
adulta e reprodutiva (FORATTINI, 2002; KRAEMER et al., 2015). Fatores bioticos e abioticos
do ambiente larval, como a temperatura, matéria organica, densidade populacional de larvas e a
microbiota, tém influéncia na biologia dos imaturos e na fisiologia dos adultos.

Os mosquitos adultos apresentam, morfologicamente, escamas na cor escura, faixas
brancas nas bases dos segmentos tarsais e um desenho em forma de lira no mesonoto. Os machos
geralmente sdo menores, possuem antenas plumosas e palpos alongados, enquanto as fémeas séo
maiores, possuem antenas pilosas e palpos curtos. Ambos os sexos se alimentam de néctar obtido
dos vegetais, seiva e outras fontes de carboidratos (FORATTINI, 2002; POWELL &
TABACHNICK, 2013; YIMER et al., 2016). As fémeas adultas sdo também hematofagas e se

alimentam do sangue de vertebrados, preferencialmente dos humanos, os quais sdo fontes de



proteinas essenciais ao metabolismo do ciclo gonadotréfico (ANOOPKUMAR & ANEESH,
2021).

A hematofagia aumenta a probabilidade de adquirir e transmitir patégenos, e as condicoes
ambientais e fisioldgicas influenciam na longevidade. Este comportamento dos mosquitos tem
implicacdes significativas em suas interagdes com microrganismos, como, por exemplo, podem
ingerir varias bactérias durante a alimentacdo sanguinea, e estes microrganismos podem coloniza-
los. Além disso, a selecdo dos hospedeiros e a localizagdo geogréfica sdo alguns dos fatores que
também moldam a formacé&o de sua microbiota (GAO et al., 2020).

O Ae. aegypti € uma espécie de origem africana e foi descrita no ano de 1762 por Linnaeus
no Egito, sendo originalmente encontrada em habitats silvestres de florestas tropicais, cujos
criadouros eram 0s buracos em arvores, bromélias, folhas e a fonte de alimentagdo sanguinea os
animais silvestres (CHRISTOPHERS, 1960). A interacdo humana com o habitat do Ae. aegypti
interferiu em seus habitos silvestres, levando a adaptacdo ao ambiente urbano e a preferéncia por
criadouros e fontes de alimentacdo, como o sangue humano, que se tornou alimento comum para
as fémeas (POWELL & TABACHNICK, 2013; SHARAGAI et al., 2017).

Nas ultimas décadas, mudancas climaticas, demogréaficas e sociais criaram nichos
ecologicos favoraveis ao aumento populacional do Ae. aegypti em todo o mundo (SHARAGAI et
al., 2017). Devido a esses fatores, a distribuicdo geografica desse mosquito compreende as zonas
urbanas e periurbanas das regides tropicais e subtropicais do planeta (KRAEMER et al., 2015;
KAMAL et al., 2018).

No Brasil, foi registrada a presenca do Ae. aegypti durante o século XV1II, na época em que
ocorria 0 comércio de escravos (FORATTINI, 2002; MONTEIRO et al., 2014). Desde entdo, ele
se prolifera em diversas regiGes do pais. Embora tenham sido implementadas medidas de
intervencdo para o controle vetorial, ha alta densidade populacional deste mosquito em areas
urbanas de todos os estados brasileiros (MAITRA et al., 2019).

2.2 Capacidade e competéncia vetorial de Aedes aegypti a arbovirus

Devido ao aumento populacional do Aedes aegypti e a interagdo entre o vetor e seres
humanos, houve também maior transmissao de arbovirus como o da Dengue, Zika e Chikungunya,
que infectam milhares de pessoas em todo o mundo (PINCEBOURDE et al., 2016; WONG et al.,
2022). Multiplos fatores estdo associados a proliferagdo dessas doencas, incluindo a capacidade e
competéncia vetorial, que enfatizam a probabilidade do Ae. aegypti em obter e transmitir arbovirus
aos hospedeiros suscetiveis (VALDERRAMA et al., 2017).

O mosquito adquire os virus durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, os

quais sdo abrigados no limen do intestino médio. Posteriormente, os virus infectam e se replicam



nas células epiteliais, e apos isso se proliferam nas glandulas salivares, pelas quais sdo transmitidos
a outro hospedeiro, por meio de um novo repasto sanguineo (POWELL & TABACHNICK, 2013).
Conhecer como ocorre o ciclo de replicagdo dos arbovirus nos 6rgdos dos mosquitos, bem como
a cadeia de transmissdo, é importante para o desenvolvimento de medidas de prevencdo e
monitoramento dessas doencas (DA COSTA et al., 2017; AMOA- BOSOMEM et al., 2021).

A obtencdo e disseminagdo desses virus pode ser influenciada pelo sistema imune do
hospedeiro, nutricdo, composicdo da microbiota, sorotipo viral, bem como as condi¢Oes
ambientais, como temperatura, exposi¢do a inseticidas quimicos e origem geogréfica do vetor
(VILLEGAS et al., 2018; AUBRY et al., 2020; GODOQY et al., 2021; CHAVES et al., 2022).

Na natureza, 0s mosquitos estdo expostos a distintas pressdes de selecdo que podem
ocasionar mudancas genéticas e no seu ciclo de vida. Estudos demonstram diferencas genéticas e
na suscetibilidade para a infeccdo de virus como da Dengue em diferentes populagdes de Ae.
aegypti, e isso pode estar relacionado a diferentes expressdes de genes envolvidos em vias
imunoldgicas (SIM et al., 2013; CHAVES et al., 2022). Esses fatores em conjunto influenciam na
suscetibilidade a invaséo arboviral e na disseminacdo dos virus para as glandulas salivares, e
posterior transmissdo a hospedeiros suscetiveis, para continuacdo do ciclo viral (CHEN &
VASILAKIS, 2011; POWELL, 2019).

2.3 Estratégias de controle populacional do Aedes aegypti

A utilizacdo de inseticidas quimicos, como organofosforados, organoclorados, carbamatos,
piretréides, e reguladores de crescimento de insetos (IGRs), é um dos principais métodos de
controle populacional de Ae. aegypti (GUBLER, 2011; YOOYANGKET et al., 2018). No entanto,
a aplicacdo continua e a longo prazo tem ocasionado o desenvolvimento da resisténcia natural do
mosquito a estes inseticidas (YOOYANGKET et al., 2018). Isto tem sido um obstaculo
preocupante para o uso dessa medida de controle vetorial (RIBEIRO etal., 2021). A elucidacéo dos
mecanismos de resisténcia ainda ndo é bem esclarecida, porém, ha algumas evidéncias como: a
desintoxicacdo metabdlica de inseticidas, mutacbes genéticas, diminui¢do da sensibilidade das
proteinas-alvo ou genes e espessamento da epiderme, que reduz a penetracdo do inseticida (DE
ALMEIDA ROCHA et al., 2021; AMELIA-YAP et al., 2018; 2022).

A desintoxicacdo metabodlica de inseticidas ¢ uma via para o desenvolvimento de
resisténcia em mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, pois possuem mecanismos que
envolvem a regulacdo de genes das enzimas citocromo P450 monooxigenase, glutationa S-
transferase e carboxilesterase (VONTAS et al., 2020). Além disso, bactérias associadas a

microbiota intestinal de Ae. aegypti, como Burkholderia mallei, Stenotrophomonas maltophilia e



Citrobacter amalonaticus, podem influenciar na sua via metabolica relacionada a expressédo de
genes de desintoxicacao de inseticidas, como os piretroides (SCATES et al., 2019; WHANG et al.,
2021; GOMEZ-GOVEA et al., 2022). Devido a resisténcia dos mosquitos, € importante a
implementacdo de novas estratégias para o controle vetorial. Desta forma, a utilizacdo de
microrganismos como as bactérias e suas moléculas sintetizadas pode ser uma alternativa
promissora (RAJAGOPAL et al., 2020).

A Organizagdo Mundial da Salde recomenda a utilizagdo de biolarvicidas comerciais
compostos de bactérias Saccharopolyspora spinosa, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e
Lysinibacillus sphaericus. Estes biolarvicidas sdo seguros ao meio ambiente, pois sao especificos
para as larvas de mosquitos, além de serem biodegradaveis. No entanto, ha poucas opcdes
disponiveis desses biolarvicidas.

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) é uma bactéria entomopatogénica Gram-positiva
cujo produto comercial pode ser aplicado na dgua para matar larvas de mosquitos, incluindo Ae.
aegypti. O mecanismo de acdo € por meio da ingestdo, sendo que posteriormente 0s
microrganismos se multiplicam no intestino médio e liberam d-endotoxinas (toxinas Cry) que
formam poros nas membranas celulares dos enterdcitos e outros 6rgdos, ocasionando a perda da
funcdo de barreira intestinal, seguido de paralisia e a morte da larva (HUANG et al., 2017). A
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia € menor em comparacdo com 0s inseticidas
quimicos, mas o0 uso a longo prazo pode resultar no desenvolvimento de resisténcia as toxinas Cry
nesses mosquitos (KAJLA, 2019).

As bactérias interagem com os mosquitos em geral, e especificamente com o Ae. aegypti,
podendo alterar a longevidade, competéncia vetorial, e outros mecanismos desconhecidos.
Conhecer essas interagfes e a composicdo dessas comunidades bacterianas pode ser uma
possibilidade de encontrar novas bactérias simbidticas ou antagbnicas que possam ser
implementadas como novas estratégias para controlar a populagcdo do mosquito, bem como reduzir

a cadeia de transmissao das arboviroses.

2.4 Microbiota bacteriana associada ao Aedes aegypti

Durante a evolugéo bioldgica, organismos procariontes e eucariontes mantiveram estreita
relacdo e numerosas interagOes, tanto harmonicas quanto desarmoénicas. Comensalismo,
mutualismo e parasitismo séo exemplos de interagdes que ocorrem entre membros da diversidade
bioldgica em ecossistemas naturais ou antropicos (BUNNEFELD et al., 2018; CARTHEY et al.,
2019). Os mosquitos possuem complexas interacbes com diferentes espécies de microrganismos
que habitam seus 6rgdos, incluindo o trato digestivo, respiratorio e outros. A quantidade de

microrganismos que compdem as comunidades microbianas pode ser muito maior que o hiumero



de células do hospedeiro (FELDHAAR, 2011; DELAUX & SCHORNACK, 2021). A
complexidade dos mecanismos envolvidos nessas interaces é essencial para a manutencdo do
equilibrio ecoldgico nos ecossistemas.

A microbiota associada ao Aedes aegypti & constituida por uma diversidade de
microrganismos, incluindo bactérias, virus e fungos, que apresentam elevada variabilidade
genetica (SCOLARI, 2019). Os géneros bacterianos constituintes do microbioma associados ao Ae.
aegypti séo principalmente do filo Proteobacteria, Pseudomonadota, Actinomycetota e Bacillota,
entretanto, a sua composicdo exata é altamente varidvel. As condi¢cbes ambientais dos nichos
ecologicos, caracteristicas fisiologicas e bioquimicas do sistema digestivo, fontes de alimentos e o
ciclo bioldgico, sdo alguns dos fatores responsaveis pela diversidade bacteriana (MINARD et al.,
2012; GIMONNEAU et al., 2014; JUMA et al., 2021).

Bactérias simbiontes de grande importancia para o desenvolvimento dos mosquitos, como
Asaia e Wolbachia, podem colonizar em maior abundancia o Ae. aegypti com maior tempo de
longevidade (WANG et al., 2018). Neste contexto, mudancas na regulacdo imunolégica durante
o0 envelhecimento do mosquito estdo relacionadas a idade e podem estar associadas & composicao
da microbiota bacteriana (SCOLARI et al., 2019). Embora as caracteristicas intrinsecas sejam
parcialmente determinantes das comunidades bacterianas, acredita-se que as variagdes entre as
populacdes de mosquitos sejam mais dependentes de fatores extrinsecos associados ao ambiente.

Mosquitos da mesma espécie, coletados em locais geogréficos diferentes, podem
frequentemente ser constituidos por diferentes espécies de bactérias. Populacdes de Ae. aegypti
cepa Rockefeller, criadas e mantidas em diferentes condic¢des, abrigavam microbiota bacteriana
diversificada, e mosquitos da mesma espécie coletados em diferentes localidades apresentaram
comunidades bacterianas diferentes, tanto na fase imatura quanto na adulta. Isso enfatiza que o
ambiente pode ser determinante para a diversificagdo da composicdo de sua microbiota
(DICKSON et al., 2017; LIN et al., 2021).

Os mosquitos coletados no campo abrigavam maior diversidade bacteriana do que aquela
populacdo de mosquitos criados em laboratorio, provavelmente devido a maior diversidade de
bactérias presentes nos diferentes criadouros (AKORLI et al., 2019). Essa complexa associacdo
entre as bactérias e Ae. aegypti pode ocorrer com diversos géneros, como Asaia, Bacillus,
Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Proteobacteria e Stenotrophomonas, que ja foram
detectados nesses mosquitos (MINARD et al., 2015; WANG et al., 2018; SCOLARI et al., 2021).

Portanto, a composicéo dos microrganismos no Ae. aegypti é influenciada tanto por fatores
externos quanto internos, como ambientais, genética, idade e sexo. Dessa forma, conhecer os
mecanismos fundamentais para que ocorram essas interagdes pode auxiliar no desenvolvimento

de estratégias de controle populacional desse mosquito vetor.



2.5 Mecanismos de aquisicdo e modulacéo de bactérias

Os mosquitos adquirem a maioria das bactérias durante o estagio larval, quando se
alimentam da matéria organica e microrganismos presentes na agua dos criadouros, enquanto na
fase adulta, as bactérias sdo obtidas a partir das fontes de alimentos (WANG et al., 2018; KIM et
al., 2015; AKORLI et al., 2019). A maior abundancia de bactérias, em muitos insetos, €
encontrada no intestino medio, entretanto, as bactérias colonizam todos os érgdos, com
destaque para Wolbachia, que é uma das bactérias mais estudadas e detectada em diversos
tecidos somaticos do Ae. aegypti (PIETRI et al., 2016; DA SILVA GONCALVES et al., 2019).

O tubo digestivo dos mosquitos é um reservatorio de bactérias que pode conter taxons
bacterianos pertencentes a diversos grupos filogenéticos, como Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes e Bacillota (MUTURI et al., 2017). O tubo digestivo é dividido em trés partes:
intestino anterior, intestino médio e intestino posterior, sendo que o primeiro e o Ultimo sdo de
origem ectodérmica, com revestimento de cuticula, que é eliminado a cada ecdise
(FORATTINI, 2002). Bactérias associadas a essas regides podem ser eliminadas durante a
metamorfose das fases imaturas, evidenciando que a microbiota bacteriana € transitéria.

A modulacdo das bactérias no tubo digestivo também é influenciada pela membrana
peritrofica (MP), uma estrutura anatémica de dois tipos (I e 1) composta por quitinas, proteinas e
glicoproteinas localizadas entre o lumen e o epitélio intestinal (TERRA, 1990; DINGLASAN et
al., 2009; WEISS et al., 2014; RODGERS et al., 2017). Na fase larval, a MP do tipo Il é
sintetizada pelas células localizadas no inicio do intestino médio e envolve o bolo alimentar. Nas
fémeas adultas, a membrana do tipo | é produzida pelas células do intestino médio durante a
alimentacdo sanguinea, e a sua estrutura envolve o bolo sanguineo (RODGERS et al., 2017).

Além disso, a MP divide o intestino dos insetos em dois espacos: endoperitréfico e
ectoperitréfico. Essa divisdo possibilita o controle da passagem de moléculas entre os
compartimentos da membrana, permitindo apenas a entrada de enzimas digestivas, nutrientes e
moléculas do sistema imunoldgico. Este mecanismo permite que a maior parte da microbiota
permaneca restrita ao espaco endoperitrofico e ndo ocorra o contato direto da microbiota total com
0 epitélio intestinal, o que pode impedir uma infec¢do bacteriana sistémica (ENGEL & MORAN,
2013; RODGERS et al., 2017). Todavia, a MP pode ser perfurada pelas bactérias que secretam
enzimas quitinoliticas, as quais clivam as cadeias de quitina constituintes da MP
(KATO etal., 2008).

Na fase de pupa, ocorre a degeneracédo do canal alimentar e desenvolvimento do mecénio,
o qual é envolto por uma membrana que contém os residuos do epitélio intestinal, e provavelmente
uma parte dos microrganismos permanece nestes residuos. Deste modo, apds a emergéncia da fase

adulta, o intestino pode estar estéril ou com pouca diversidade microbiana (MOLL et al., 2001).



Os mosquitos adquirem novamente 0s microrganismos absorvendo a agua do ambiente larval ou
apos a alimentacdo com néctar, sangue de vertebrados ou outras fontes de alimentos (WANG et
al., 2011). Além disso, durante o ciclo biolégico, ocorrem alteraces fisioldgicas nas células dos
tibulos de Malpighi que possibilitam a transmissao transestadial de microrganismos. Este fato foi
evidenciado nos estudos de CHAVSHIN et al., (2015) e ROCHA et al., (2021), nos quais foi
observado que as bactérias presentes nos estagios de larvas de Ae. aegypti e An. darlingi
permaneceram até a fase adulta.

O sistema imunoldgico € um dos principais moduladores da microbiota bacteriana
intestinal, pois é controlado pelas vias de sinalizacdo humoral: Toll, Immune Deficiency (IMD) e
Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK-STAT). A presenca de
bactérias, virus, fungos e parasitas no epitélio intestinal ativa mecanismos imunol6gicos como a
resposta imune expressa por peptideos antimicrobianos e a sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pela enzima dual oxidase (DUOX) (ENGEL & MORAN, 2013; VIEIRA et al.,
2014; GABRIELI et al., 2021; CARAGATA & SHORT, 2022).

Apesar dos conhecimentos existentes, ainda € necessario ampliar as pesquisas sobre
possiveis fatores que influenciam na aquisicdo e modulacdo das bactérias pelo Ae. aegypti.
Entretanto, o ambiente larval é a principal fonte da microbiota do mosquito, algumas das quais sdo
adquiridas pelos adultos. Alteracdes subsequentes na microbiota podem ocorrer através da

metamorfose, alimentacdo com sangue e néctar.

2.6 Microbiota bacteriana e ciclo de vida do mosquito

As comunidades bacterianas associadas ao Ae. aegypti incluem microrganismos
simbidticos benéficos e alguns patogénicos que podem potencialmente afetar o comportamento dos
mosquitos. As bactérias colonizam diferentes 6rgaos e tecidos deste mosquito e interferem
significativamente em seu ciclo biolégico, em diversos aspectos fisioldgicos, como
desenvolvimento, reproducdo, nutricdo, metabolismo, imunidade, entre outros (COON et al.,
2016; YADAV et al., 2016; LIN et al., 2021).

Mosquitos axénicos durante o desenvolvimento apresentaram tamanho adulto e
longevidade reduzida, enquanto que 0s mosquitos colonizados por bactérias ao longo do
desenvolvimento larval apresentaram caracteristicas desejaveis ao ciclo bioldgico (CORREA et
al., 2018; ROMOLI et al., 2021). Como exemplo, a riboflavina é essencial ao desenvolvimento do
mosquito, e as bactérias podem auxiliar na suplementagdo desta vitamina (COON et al., 2014;
WANG et al., 2021).

Analises do desenvolvimento de larvas de Ae. aegypti criadas em condi¢des axénicas

demonstraram que a maioria das larvas ndo se desenvolveu completamente e morreu. Entretanto,



as larvas criadas em associacdo com as bactérias desenvolveram-se saudaveis em todo o ciclo
biolégico (THONGSRIPONG et al., 2018). A analise transcriptdmica de larvas de mosquitos
gnotobidticas destaca que a suplementacdo de folato, a digestdo lipidica e de proteinas pela
microbiota também podem ser importantes para o desenvolvimento das larvas (ROMOLI et al.,
2021).

Em relacdo ao repasto sanguineo, Ae. aegypti submetidos a tratamentos com antibioticos
antes da alimentagdo sanguinea demonstraram reducdo da hemdlise, digestdo de proteinas e
fecundidade (GAIO et al., 2011). Além disso, as bactérias também podem alterar o
comportamento de alimentacdo sanguinea dos mosquitos, como o exemplo da Serratia, que
pode interferir na capacidade de Ae. aegypti se alimentar de sangue, quando comparados com
mosquitos ndo infectados e tratados com antibidticos (KOZLOVA et al., 2021).

A microbiota bacteriana intestinal do mosquito também pode inibir a colonizacgdo de outras
bactérias. Por exemplo, a colonizacao de bactérias do género Cedecea em mosquitos foi reduzida
apos a colonizacdo subsequente por bactérias do género Serratia (KOZLOVA et al., 2021). No
geral, algumas interacbes da microbiota com o mosquito ja& foram descritas e incluem o
desenvolvimento, digestdo, longevidade, protecdo contra patdgenos, mudangas na propensao a
alimentacdo sanguinea e resisténcia a inseticidas. Entretanto, ainda ha lacunas de conhecimento

em relacdo as interacBes que podem existir entre 0 vetor e sua microbiota associada.

2.7 Influéncia da microbiota bacteriana na competéncia vetorial

Os membros da microbiota bacteriana podem alterar a competéncia vetorial dos mosquitos
para transmitir arbovirus e parasitas. Este efeito é especifico da espécie e pode ser positivo ou
negativo (COON et al., 2016; YADAV et al., 2016; LIN et al., 2021). A diversidade bacteriana
associada ao Ae. aegypti interage ativamente com 0s patdgenos por meio de sinergismo ou
antagonismo (SCOLARI et al.,, 2019). A colonizacdo de géneros bacterianos como
Chromobacterium, Paenibacillus e Proteus, por exemplo, no intestino médio de Ae. aegypti,
demonstrou a reducdo da carga viral de DENV-2 (RAMIREZ et al., 2012, 2014). Apesar de ndo
ter sido esclarecido o mecanismo responsavel pela reducdo da carga viral, isso pode estar
associado a inducdo da expressdo génica de vias imunoldgicas do mosquito, na presenca das
bactérias (RAMIREZ et al., 2012, 2014).

Bactérias e patdgenos compartilham o ambiente intestinal do vetor; deste modo, as
bactérias podem interagir com o patdgeno por meio do bloqueio fisico de receptores no epitélio
intestinal e pela sintese de biofilme, ocasionando efeitos antag6nicos e auxiliando o sistema
imunoldgico dos mosquitos no combate a proliferacdo (WANG & JACOBS-LORENA, 2013;
BENELLI etal., 2016; TALYULI etal., 2021). Essas interac6es tém influéncia na suscetibilidade



em modular a infeccdo e a veiculagdo de patégenos como o Zika virus e o Plasmodium falciparum
(DUTRA et al., 2016; WANG et al., 2017; GUEGAN et al., 2018).

Mosquitos com maior longevidade tém alta probabilidade de disseminar virus como o da
dengue, visto que, ao infecta-lo, o virus permanece em um periodo de incubacdo para o ciclo
replicativo e posterior transmissd@o a outro hospedeiro. Dessa forma, a reducdo do tempo de vida
do mosquito tem influéncia na cadeia de transmissdo dos virus (MCMENIMAN et al., 2009;
WANG & JI, 2020). A diminuicdo em até 50% do tempo de vida de Drosophila melanogaster
adulta e o blogqueio de infecgdes por virus de RNA, ocasionados pela proliferacdo da bactéria
Wolbachia, estimulou o uso desta bactéria em pesquisas com o Ae. aegypti (MIN & BENZER,
1997; MCMENIMAN et al., 2009).

As cepas wMelPop e wMel de Wolbachia, isoladas de D. melanogaster, ocasionaram a
diminuicéo de infeccbes pelos virus DENV, CHIKV e ZIK V (WALKER et al., 2011; PASSOS,
2011; DUTRA et al., 2016). Os mecanismos ainda ndo sao bem descritos; entretanto, foi proposto
que a estimulacdo imunol6gica ou a competicdo por recursos desempenham essa funcdo
(DENNISON et al., 2014). Embora alguns microrganismos interfiram negativamente na
competéncia vetorial dos mosquitos, outros podem auxiliar na proliferacdo. A presenca de
Serratia odorifera na alimentacdo sanguinea de Ae. aegypti demonstrou aumento na prevaléncia
do virus DENV (APTE-DESHPANDE, 2012).

Sendo assim, a modulagdo da competéncia vetorial de Ae. aegypti ocasionada pela sua
microbiota bacteriana é variavel e depende da composi¢do da microbiota e do virus em questao. Os
mecanismos dessas interacdes entre as bactérias e mosquitos sao complexos e permanecem pouco
compreendidos, necessitando de mais estudos para serem elucidados. A compreensdo destes
mecanismos pode potencialmente levar ao desenvolvimento de novas ferramentas, que possam
reduzir a competéncia vetorial e limitar a transmissdo de doencas. Com o desafio global da
transmisséo de doencas, compreender o papel dos microrganismos na relagdo entre 0s mosquitos
e 0s arbovirus € crucial para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e controle mais
eficazes (YANG et al., 2023).

2.8 ldentificacdo de bactérias pelo gene 16S rRNA

InteracOes biologicas entre insetos e bactérias podem ser elucidadas por meio da descrigédo
das bactérias associadas ao hospedeiro. Conhecer os principais microrganismos é fundamental
para entender os seus efeitos no comportamento dos mosquitos (CHEN et al., 2022). As bactérias
compreendem um dos principais grupos de microrganismos e dentro das bactérias, existem trés
tipos principais de RNAs ribossdmicos (rRNA), 5S, 16S e 23S (TSUKUDA et al., 2017). Entre

estes, 0 16S rRNA é uma pequena subunidade do RNA ribossdmico bacteriano e o gene



codificador para esta subunidade € o DNA ribossémico 16S (rDNA), muito utilizado na
identificacdo taxonémica de géneros bacterianos, cuja confiabilidade é cientificamente
comprovada (AGUILAR-MARCELINO et al., 2020).

O gene 16S rRNA funciona como um marcador genético entre as bactérias, pois as
sequéncias nucleotidicas sdo conservadas ao longo das geracfes dos procariotos. Este gene é
composto de 1500 pb e dividido em nove regibes variaveis (V1 a V9), tendo como modelo
universal o 16S rRNA da bactéria Escherichia coli (COENYE et al., 2005; KLINDWORTH et al.,
2013; YANG et al., 2016, SONG et al., 2018).

Além disso, as nove regides conservadas do gene possibilitam a sintese de primers
universais ou especificos a géneros de bactérias, que guiam a enzima DNA polimerase no processo
de amplificacdo génica (Reacéo em cadeia de Polimerase - PCR). O tamanho de 1500 pb do gene
facilita as analises por bioinforméatica (BADOR et al., 2020). Desde a década de 1980, ja foram
identificadas muitas espécies bacterianas, cujas sequéncias encontram-se depositadas em bancos
de dados (GenBank do National Center for Biotechnology Information-NCBI) (PATEL, 2001; JANDA
& ABBOTT, 2007).

As andlises das sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA consistem em um
processamento analitico, cuja funcdo envolve a exclusdo de fragmentos ou bases nitrogenadas
duvidosas detectadas nos eletroferogramas, obtidos das plataformas de sequenciamento de DNA
e alinhamentos das duas fitas, oriundas dos primers Forward (F) e Reverse (R), utilizados na PCR,
para gerar uma fita consenso. Essa fita devera ser comparada com as dos bancos de dados
(GenBank do NCBI) bacterianos disponiveis utilizando a ferramenta BLAST (KLINDWORTH
etal., 2013).

2.9 Bioprospecc¢ao de metabdlitos de bactérias com potencial entomopatogénico

O uso de inseticidas no controle vetorial tem sido cada vez mais associado a maior
resisténcia, toxicidade fora do alvo e persisténcia duradoura na natureza. Metabolitos secundarios
produzidos por microrganismos podem ser promissores como alternativas aos inseticidas, sob
essas condicdes (FENIBO et al., 2021). A diversidade bacteriana presente em habitats como agua,
plantas, solos e insetos é uma fonte rica de biomoléculas, incluindo metabdlitos biologicamente
ativos. Algumas bactérias podem liberar compostos metabdlicos toxicos de suas células, com
atividade larvicida (SHAH et al., 2021).

Estudos com bactérias dos géneros Bacillus, Enterobacter, Xenorhabdus e Photorhabdus
sdo significativos na descoberta de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas
antimicrobianas, antifingicas, antiparasitarias, antitumorais e inseticidas (KIM et al., 2017). A

sintese e secre¢ao de 6-endotoxinas bacterianas sdo cruciais para a atividade entomopatogénica,



uma vez que o mecanismo de acdo larvicida em Ae. aegypti pode ser causado pelo processo
de replicacdo celular e producéo de toxinas na hemocele, causando leséo histolégica e septicemia.

Os metabolitos secundarios sdo substancias sintetizadas pelos microrganismos em resposta
a situacOes adversas, como defesa celular, e podem ser agrupados em derivados de aminoacidos,
peptideos ndo ribossomais, policetideos, derivados de acidos graxos e hibridos policétido-
peptideos (ANSARI et al., 2004; ZOTCHEV, 2019). Toxinas e metabo6litos microbianos podem
ser usados para controlar mosquitos como Culex, Aedes e Anopheles.

Os lipopeptideos sdo um grupo estruturalmente diversificado de moléculas com uma ampla
gama de aplicacdes biotecnologicas, desde o deslocamento de dleo até antibioticos. Além disso,
essas moléculas apresentam propriedades térmicas, resisténcia ao pH e radiacéo ultravioleta (UV)
(GOND et al., 2015; ZHANG et al., 2017; CHEN et al., 2017). Bactérias como B. subtilis, B.
amyloliquefaciens e B. tequilensis produzem moléculas com atividade larvicida e inseticida,
como, por exemplo, os lipopeptidicos com caracteristicas desejaveis, como baixas doses letais,
encurtamento dos periodos de oviposicdo e diminuicdo da longevidade da idade adulta em insetos
vetores de doencas (BEN KHEDHER et al., 2015; PARTHIPAN et al., 2018).

A identificacdo do composto presente no metabolito secundario pode abrir caminho para o
desenvolvimento de novos inseticidas eficazes no controle de mosquitos. A deteccdo e
quantificacdo de metabdlitos secundarios sdo complexas, mas podem ser realizadas por meio de
abordagens espectroscopicas e metabolémicas. Diversas técnicas podem ser utilizadas, incluindo
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida (CL) ou eletroforese capilar (EC) acopladas a
espectrometria de massa (EM).

O surgimento da metabolémica de alto rendimento usando CL-EM ajuda a gerar um
conjunto de dados em larga escala que pode ser usado para a identificacdo de marcadores de
toxicidade de varios larvicidas de mosquitos. As abordagens metabolicas permitem conhecer os

componentes dos principios ativos dos metabdlitos secundarios sintetizados.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Avaliar o potencial de bactérias cultivaveis de Aedes aegypti, visando a identificacdo de novas

bactérias entomopatogénicas e a producdo de novas moléculas bioinseticidas para o controle deste

vetor.

3.2 Especificos

v"Isolar bactérias cultivaveis do ciclo bioldgico (ovos, larvas, pupas e adultos) de Ae. aegypti;

v Selecionar as linhagens bacterianas com potencial larvicida por meio de bioensaios

seletivos e de dose;
v’ Caracterizar bactérias por meio de caracteres fenotipicos e moleculares;
v Avaliar a atividade larvicida das fracdes do sobrenadante e dos componentes celulares das

linhagens ativas;
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Identificacdo de bactérias em diferentes fases do ciclo biologico de Aedes aegypti

Juan Campos de Oliveira, Cindel de Souza Cavalcante, Elerson Matos Rocha, Veranilce Alves Muniz,
Gilvan da Silva Ferreira, Rosemary Aparecida Roque, Spartaco Astolfi Filho, Ricardo de Melo Katak

RESUMO

A composicdo bacteriana associada ao ciclo bioldgico do Aedes aegypti € bastante diversificada,
pois é modulada por diversas interacdes, dependendo da sua biologia e ecologia do mosquito.
Bacterias desempenham importantes funcdes no seu desenvolvimento, fecundidade, imunidade e
competéncia vetorial. A maioria dos estudos sobre a diversidade bacteriana de Ae. aegypti enfatiza
bactérias presentes no intestino de fémeas adultas, enquanto que as bactérias em outros 6rgaos e
nos estagios de ovo, larva, pupa e adultos permanecem pouco estudadas. Neste estudo, foram
analisadas 415 bactérias das amostras de ovos, larvas, pupas e fémeas adultas de Ae. aegypti. As
caracteristicas morfoldgicas da parede celular determinaram que 300 sdo Gram-negativas e 115
Gram-positivas, sendo todas positivas para o teste de catalase. Foram observados 10 morfotipos:
coco negativo, bacilo positivo, bacilo negativo, cocobacilo negativo, microbacilo positivo,
microbacilo negativo, cocos positivo, micrococcus negativo, diplococo negativo e cocobacilo
positivo. Considerando o perfil morfolégico e caracteristicas estruturais semelhantes, foram
selecionadas 68 linhagens, que foram identificadas pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. As
sequéncias de rDNA obtidas foram comparadas com as do GenBank e 0s géneros bacterianos
identificados foram: Acinetobacter, Delftia, Enterobacter, Leclercia, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Paenibacillus, Bacillus e Sphingobacterium, representantes de trés filos. O filo
Proteobacteria (60,30%) foi 0 mais abundante, seguido de Bacillota (36,76%) e Bacteroidetes
(2,94%). As bactérias obtidas das amostras de larvas foram significativamente mais diversificadas
do que as de ovos, pupas e adultos. Este estudo fornece conhecimentos fundamentais sobre a
estrutura e abundancia da microbiota em diferentes estagios do Ae. aegypti, uma vez que existem
poucos estudos sobre a composi¢do de bactérias associadas no ciclo biolégico desse vetor. Além
disso, essas informacdes podem fornecer uma melhor compreenséo das interagcdes entre mosquitos
e microrganismos.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Microbiota bacteriana, Diversidade.



ABSTRACT

The bacterial composition associated with the biological cycle of Aedes aegypti is quite diverse, as
it is modulated by several interactions, depending on the biology and ecology of the mosquito.
Bacteria play important roles in its development, fecundity, immunity and vectorial competence.
Most studies on the bacterial diversity of Ae. aegypti emphasize bacteria present in the intestine of
adult females, while bacteria in other organs and in the egg, larval, pupal and adult stages remain
poorly studied. In this study, 415 bacteria from samples of eggs, larvae, pupal and adult females of
Ae. aegypti were analyzed. The morphological characteristics of the cell wall determined that 300
are Gram-negative and 115 Gram-positive, all of which were positive for the catalase test. Ten
morphotypes were observed: coccus negative, bacillus positive, bacillus negative, coccobacillus
negative, microbacillus positive, microbacillus negative, cocci positive, micrococcus negative,
diplococcus negative and coccobacillus positive. Considering the similar morphological profile and
structural characteristics, 68 strains were selected, which were identified by sequencing the 16S
rRNA gene. The rDNA sequences obtained were compared with those of GenBank and the bacterial
genera identified were: Acinetobacter, Delftia, Enterobacter, Leclercia, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Paenibacillus, Bacillus and Sphingobacterium, representatives of three phyla.
The phylum Proteobacteria (60.30%) was the most abundant, followed by Bacillota (36.76%) and
Bacteroidetes (2.94%). The bacteria obtained from larval samples were significantly more diverse
than those from eggs, pupae and adults. This study provides fundamental knowledge about the
structure and abundance of the microbiota at different stages of Ae. aegypti, since there are few
studies on the composition of associated bacteria in the biological cycle of this vector. In addition,
this information may provide a better understanding of the interactions between mosquitoes and
microorganisms.

Keywords: Aedes aegypti, Bacterial microbiota, Diversity.



Introducéo

O mosquito Ae. aegypti interage com bactérias de diversos géneros, como Enterobacter,
Bacillus, Stenotrophomonas, Serratia, entre outros, de maneira complexa e diversificada,
influenciando em funcgdes bioldgicas como metabolismo, fisiologia e homeostase (GAIO et al.,
2011; CARAGATA etal., 2019). Embora diversos fatores ambientais contribuam para a aquisigéo
e modulac@o do microbioma, a fonte nutricional, os habitats e os estagios do ciclo bioldgico séo
determinantes para os padrdes e a dindmica da diversidade bacteriana em insetos holometabolos,
como o Ae. aegypti (SAAB et al., 2020).

A maioria dos microrganismos coloniza o trato intestinal dos mosquitos Ae. aegypti;
entretanto, todos 0s seus 6rgdos constituintes podem ser colonizados por bactérias (GUSMAO et
al., 2007; SARAIVA et al., 2016). Conhecer essas bactérias e suas funcdes no hospedeiro pode
ser relevante para o estudo da veiculacdo de agentes patogénicos. Neste contexto, pesquisas que
visam conhecer bactérias cultivaveis associadas a mosquitos sdo importantes, pois permitem
investigar propriedades como resisténcia a antibidticos, inibicdo do crescimento interespécies ou
dindmica populacional ao longo do ciclo de vida dos mosquitos (SCOLARI et al., 2019; LI et al.,
2023).

Portanto, a disponibilidade de isolados cultivaveis permite analises detalhadas de
processos bioquimicos, metabdlicos e funcionais (VALIENTE et al., 2013). Além disso, permite
0 sequenciamento do genoma bacteriano e o conhecimento de sua funcionalidade e identificacédo
da espécie. A triagem de bactérias cultivaveis usando técnicas microbioldgicas tradicionais € um
método importante para investigar a microbiota associada a mosquitos (FRANCIS et al., 2024).

O Ae. aegypti € uma das principais espécies responsaveis pela transmissao de arbovirus de
doencas como a dengue, Zika e chikungunya pelo mundo todo (HARBACH, 2007; WHO, 2017;
SOUZA-NETO et al., 2019; LAPORTA et al., 2023). Sendo assim, é essencial conhecer a
diversidade de bactérias associadas a esse vetor para avaliar sua influéncia na biologia e
competéncia vetorial.

Considerando os processos de aquisi¢do e modulacao de bactérias, ainda ha uma lacuna de
conhecimento sobre se ha alguma espécie bacteriana que seja crucial para o ciclo bioldgico de Ae.
aegypti, pois apenas Wolbachia foi proposta como um sistema condutor de genes nesses mosquitos.
Portanto, nesta pesquisa, investigamos bactérias cultivaveis em populacfes naturais de Ae. aegypti,

visando avaliar a diversidade bacteriana em cada fase do ciclo holometabolo desse mosquito.



Material e métodos

Coleta de Aedes aegypti no campo

Todos os materiais utilizados na coleta foram previamente esterilizados. As bandejas e
pipetas de plastico foram esterilizadas com alcool 70% e expostas a luz ultravioleta por 15
minutos. Os demais materiais foram esterilizados em autoclave a temperatura de 127 °C por 20
min.

A populacdo de Ae. aegypti foi obtida a partir de larvas e pupas coletadas em um Gnico
ponto (-3.0726016,-59.9284962) na regido leste de Manaus. A zona administrativa apresenta alta
densidade vetorial, de acordo com os resultados do Levantamento Rapido do indice de Infestacéo
por Ae. aegypti (LIRAa) realizado pela Secretaria Municipal de Saude do Amazonas
(SEMSA/Prefeitura de Manaus 2020). As coletas foram realizadas na estacdo seca, com
autorizacdo do SISBIO/74091-1/2020-2021 e do morador, apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

No local de amostragem, foram distribuidos 10 recipientes de plastico branco
(45x30x7,5cm) a uma distancia de 10 metros. Os recipientes continham 1 L de agua destilada
esterilizada e foram mantidos ao nivel do solo, protegidos do sol e da chuva. O monitoramento
ocorreu diariamente até o décimo dia, conforme SILVA et al., (2021), e os imaturos, agua e a
matéria organica foram transferidos para tubos falcon de 50 mL esterilizados. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Controle Biol6gico e Biotecnologia da Malaria e Dengue
(LCBBMD) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA).

Manutencéo do Aedes aegypti em laboratério

A manutencéo dos insetos foi realizada de acordo com o Procedimento Operacional Padréo
(POP) do LCBBMD, com modificagdes. Inicialmente, foi feita a triagem no insetério, e as larvas
e pupas foram identificadas pela morfologia externa, com auxilio de microscopio estereoscopico
ZEISS Stemi 2000 50X e chaves de identificagdo como as de FORATTINI (2002), HARBACH
(2022) E WRBU (2022). Apos a identificacdo, foi feito o isolamento das bactérias de dez larvas e
dez pupas, e as demais permaneceram em bandejas de plastico, contendo a agua e a matéria
organica coletada, visando a continuidade do ciclo bioldgico, a 27+2°C, 80-90% de umidade
relativa e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuridéo.

Os adultos foram alocados em gaiolas (18 x 17 cm) contendo copos plasticos revestidos
com papel filtro e 70 mL de agua destilada, utilizados como substrato para a oviposi¢do. A solucéo
de sacarose a 10% foi fornecida como fonte de carboidrato, e as fémeas foram alimentadas com

sangue de hamsters - Mesocricetus auratus Waterhouse, 1839 (Rodentia: Cricetidae), durante 30



min. Os hamsters foram anestesiados de acordo com o procedimento aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do INPA (029/2021). Os ovos obtidos da geracdo F1 foram utilizados

para o isolamento bacteriano.
Isolamento de bactérias

O isolamento bacteriano foi realizado em placa de Petri utilizando os seguintes meios de
cultivo preparados conforme as recomendacdes dos fabricantes: I1SP2 (10 g de amido, 10 g de
extrato de malte, 4 g de extrato de levedura, 4 g de dextrose e 10 g de agar), Nutriente Agar- NA
(3 g de Beef Extract, 5 g de Peptone e 15 g de Agar) e Luria Bertani - LB (10 g de Enzymatic
Digest of Casein, 5 g de Yeast Extract, 10 g de Sodium Chloride e 10 g de Agar). Para evitar a
contaminacdo fangica, foi adicionado em cada placa, 20 um/mL de Fluconazol.

Linhagens bacterianas foram isoladas conforme descrito por ROCHA et al., (2021), com
adaptacOes. Além dos ovos que ndo foram pré-lavados, dez amostras de outros estagios de
desenvolvimento (larvas de 4° instar, pupas e fémeas adultas) de Ae. aegypti foram lavadas por 1
min em alcool 70% e depois em H20 estéril antes de serem maceradas em microtubos contendo
1,5 mL de H20 esterilizada e agitadas em vortex por trés minutos. Aliquotas de 50 uL de todas as
amostras foram utilizadas para o isolamento bacteriano, em triplicata, em cada meio de cultivo.
As amostras foram armazenadas em estufa B.O.D a 29 °C, por 24, 48 e 72 h para o crescimento

das bactérias. Placas de controle negativo apenas com agua estéril ndo resultaram em coldnias.

Purificacéo, coloracdo de gram e preservacao de isolados bacterianos

Colénias bacterianas morfologicamente distintas foram selecionadas para subcultura nos meios
de cultivo (NA, LB e ISP2), objetivando a purificacdo pela técnica de esgotamento por estrias
cruzadas. As amostras foram armazenadas em estufa B.O.D a 29 °C durante 24 h para o
crescimento das bactérias. A confirmacdo da pureza dos isolados foi realizada pela técnica de
coloracdo de Gram, utilizando-se o kit Laborclin®. As laminas contendo as amostras foram
observadas em microscépio éptico (1000x de aumento). Os isolados foram preservados nos meios
de cultivo (NB, LB e ISP2) liquido, com adicdo de 20% de glicerol (v/v) em microtubos de 2 mL
e armazenados em freezer a -80°C. Todos os procedimentos foram realizados conforme descrito
por ROCHA et al., (2021) e KATAK et al., (2021), com modificagdes.

Analises da abundancia das bactérias isoladas

A média de isolados bacterianos obtidos para cada tipo de amostra (ovos, larvas, pupas e



fémeas adultas) foi submetida ao teste de normalidade de Lilliefors (teste K) e posteriormente ao
teste t de Student (p < 0,05), utilizando o software estatistico BioEstat versao 5.3 para Windows

(Ayres et al., 2007).

Teste de catalase

Bactérias foram cultivadas nos respectivos meios de isolamento durante 24 h. Em seguida,
10 pL de Peroxido de hidrogénio a 3% (Himedia) foi adicionado na col6nia bacteriana, e observou-
se a presenca ou auséncia de formacdo de bolhas, parametro indicativo da sintese desta enzima
(PRASTUJATI et al., 2022).

Biotipagem de isolado bacteriano

As linhagens foram classificadas de acordo com os seguintes critérios: (i) fontes de
isolamento; (ii) tipo de parede celular (Gram positivas ou Gram negativas) e (iii) caracteristicas
morfoldgicas, incluindo forma, borda, estrutura, cor e brilho. Em seguida, representantes de cada

grupo foram selecionados para a identificacdo molecular.

Extracido de DNA gendmico

O DNA genbmico das bactérias foi isolado utilizando o protocolo de extracdo de DNA de
bactéria-CTAB. As bactérias foram reativadas nos meios de cultivo (NA, LB e ISP2) e
armazenadas em estufa BOD a 29 °C durante 24 horas. ApGs isso, em tubos falcon com capacidade
de 15 mL, contendo 7 mL dos meios de cultivo, a biomassa de cada bactéria foi inoculada e
incubada em estufa rotativa a 180 rpm, a 29 °C, durante 24 horas. Em seguida, foram realizadas
as seguintes etapas: i) centrifugacdo a 12.000 rpm em 10 minutos e remogdo do sobrenadante; ii)
adicdo de 700 uL de CTAB e 0,59 de silica em po; iii) maceragdo das amostras em Tissuelyser, em
rotacdo maxima por 6 minutos e incubacdo a 65 °C em banho maria, durante 30 minutos, sendo
homogeneizados em intervalos de 10 minutos; iv) adi¢do de 600 puL do solvente de extracdo CIA
(cloroférmio-alcool isoamilico 24:1) e homogeneiza¢do durante 5 minutos; v) centrifugacdo a
12.000 rpm durante 5 minutos e posterior transferéncia da fase superior aquosa para um novo tubo;
vi) adigéo de 2/3 de isopropanol (-20 °C) e homogeneizagéo para precipitar os acidos nucleicos, e
armazenamento a -20 °C por 30 minutos; vii) centrifugacdo a 7500 rpm durante 5 minutos, e
descarte do sobrenadante; viii) lavagem do pellet duas vezes em 1 mL de etanol a 70%, durante 5
minutos respectivamente, e em 1 mL de etanol a 95% durante 3 minutos. Apoés a retirada de etanol,

o pellet foi seco em fluxo laminar, ressuspendido em 50 ul de tampao TE, contendo 10 ug/mL de



RNAse. Em seguida, incubado a 37°C por 60 minutos para a digestdo de RNA.

Para estimar a concentracao e a quantidade do DNA por uL foi feita uma corrida de gel de
eletroforese a 1,0%. O DNA foi também quantificado em espectrofotdmetro Thermo Scientific™
NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis, e armazenado a -20 °C para a realizacdo das outras

etapas.

Amplificac@o do gene 16S rRNA

O DNA dos representantes de cada grupo foi amplificado com os iniciadores para o gene
16S rRNA. Na amplificacdo por PCR foram utilizados 0 Master Mix GoTag® DNA Polymerase
2x (Promega) e os primers 16S: 27F (Lane et al., 1985) 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e
1492R (Delong, 1992)5'- GGTTACCTTGTTACGACTT-3', cuja porgdo amplificada corresponde
a um fragmento de aproximadamente 1500 pb e compreende as regides variaveis V1 a V9 do gene
16S rRNA.

A PCR foi realizada com volumes de 25 pL contendo: 2,5 pL de tamp&o de PCR 10X; 0,5
ulL de MgCL2 25 mM; 1 uL (10 pMol) de primer 5uM (P027); 1 uLL. de dNTPs 10mM; 0,25 uL de
Taqg polimerase 5U/ul; 17,75 pL de &gua livre de nuclease e 2 pL. do DNA gendmico de cada
bactéria. O programa de PCR teve uma desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 40
ciclos [94°C por 20 segundos, 59°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos], seguido de uma
extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos do gene 16S rRNA amplificados foram analisados em eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio (v/v), utilizando uma corrente a 90 Volts durante
1 hora e 20 minutos em tampao TEB [1X] (89 mM de Tris, 89 mM de &cido borico e 2,5 mM de
EDTA, pH 8,2). Em seguida, os fragmentos foram visualizados sob luz UV e fotografados em um

aparelho TCL Documentation (Vilber Lourmat).

Sequenciamento do gene 16S rRNA

O produto da reacdo de PCR de amplificacdo do gene 16S rRNA foi purificado utilizando
as enzimas Exonuclease (Exo) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) ExoSAP. Em pogos de uma
placa de PCR, foi adicionado 5 pLL da PCR de cada amostra e 0,5 uL. de EXoSAP. As amostras
foram incubadas em termociclador durante 15 minutos a 37°C e 15 minutos a 80°C. Utilizou-se
o kit de sequenciamento BigDye Terminator V 3.1. (Life Tchnologies), seguindo as
recomendac0es do fabricante. As reacgdes de sequenciamento foram feitas em um volume final de

10 pL, sendo compostas por: 1,5 uL Tampao Bigdye, 0,5 uL Big Dye Terminator, 1 pL. Primer



(10 pMol) (mesmo primer da PCR), 2 uL de agua milli-Q e 5 pL da PCR do 16S rRNA. Em
seguida, amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 2000 rcf por 30 segundos e incubadas
em termociclador.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em um termociclador, sendo uma reagéo
para cada primer e o perfil térmico consistiu de um ciclo inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1
minuto, seguido de desnaturacdo das fitas moldes a 96 °C por 10 segundos, pareamento do primer
a 50 °C por 5 segundos, extensdo a 60 °C por 4 minutos. Os produtos da reagédo de sequenciamento
de cada primer foram precipitados com etanol/EDTA/acetato de sddio, seguindo o protocolo do
fabricante. O sequenciamento de Sanger foi realizado por eletroforese capilar no equipamento
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para a determinacdo das sequéncias

(eletroferogramas).

Analise das sequéncias consenso

A qualidade dos eletroferogramas gerados a partir da leitura do 3500 Genetic Analyzer foi
analisada utilizando o programa MEGAX. As atribui¢des taxondmicas das bactérias isoladas
foram baseadas em comparacdes de sequéncias de consenso com sequéncias 16S no GenBank
utilizando a ferramenta BLASTNn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) no Centro Nacional de
Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI) e no Projeto de banco de dados ribossémico, RDP-11
(https://rdp.cme.msu.edu/comparison/comp.jsp). Todas as sequéncias das bactérias identificadas

neste trabalho foram depositadas no GenBank do NCBI.

Resultados

Isolados bacterianos obtidos das amostras de Aedes aegypti

As bactérias isoladas das amostras de ovos, larvas, pupas e fémeas adultas, nos meios de
cultivo (NA, LB e ISP2), foram selecionadas com base nas caracteristicas morfoldgicas das
coldnias, incluindo o tamanho, forma, cor e consisténcia. A partir da anélise de aproximadamente
2.000 isolados iniciais, foram obtidas 415 bacterias (Tabela 1). A maior média de isolados (55.7
+ 7.2) ocorreu em larvas, verificando-se diferenca estatisticamente significativa entre a média
(29.3 + 2.3) obtida nos ovos (p = 0.0011), pupas (24.3 £ 7.6) (p < 0.001) e fémeas adultas (32.7 £
7.5) (p = 0.0026), constatando-se o dobro do valor. No entanto,ndo houve diferenca significativa
(p > 0.05) na média de linhagens obtida entre as seguintes amostras: i) ovos e pupas, ii) ovos e

fémeas adultas, iii) pupas e fémeas adultas.



Tabela 1: Total de linhagens bacterianas obtidas em cada amostra do mosquito (ovos, larvas, pupas e
fémeas adultas) nos trés meios de cultivo (NA, LB e ISP2).

Linhagens bacterianas

Tipo de amostra NA LB ISP2 Min. Max. Mean + sd Total
Ovos 28 32 28 28 32 29.3+23a 88
Larvas 49 59 50 49 59 55.7+7.2b 158
Pupas 31 21 19 19 31 243+76a 71
Fémeas adulta 25 33 40 25 40 327+75a 98

*SD: Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os grupos (teste t
de Student, p < 0,05).

Biotipagem de isolados bacterianos

A andlise da coloracdo de Gram revelou que das 415 linhagens bacterianas observadas,
trezentas sdo Gram negativas e cento e quinze Gram positivas. Para o teste de catalase, todas as
linhagens foram positivas. Além disso, foram observados dez morfotipos bacterianos com base
nas caracteristicas morfoldgicas das colonias (Figura 1). Os resultados mostraram que houve

maior predominancia do morfotipo cocos negativos e menor quantidade de cocobacilos positivos.

Figura 1: Perfil dos morfotipos bacterianos das bactérias isoladas das amostras de ovos, larvas, pupas e
fémeas adultas de Ae. aegypti.
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As colonias bacterianas demonstraram diversidade em relagéo a: (i) Formas: circulares ou

irregulares, (ii) Caracteristicas das bordas: lisas, lobadas, onduladas e denteadas, e (iii) Estruturas:



granulares, lisas, rugosas ou papilosas. As colonias também variaram em cor e brilho, incluindo

incolor, translucido, branco, pigmentado e transparente (Figura 02).

Figura 2: : Coloracéo de gram e caracteristicas morfologicas das coldnias bacterianas

mi

Identificacdo molecular das bactérias

Dos 415 isolados obtidos das amostras, apenas uma parte péde ser identificada. Portanto,
colbnias com caracteristicas morfoldgicas e estruturais semelhantes foram agrupadas. Assim, 26
representantes das amostras de larvas, 18 de adultos, 14 de ovos e 10 de pupas foram identificados
por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA.

As sessenta e oito linhagens que representavam cada agrupamento fenotipico foram
submetidas a identificacdo molecular por meio de caracteres genotipicos. A analise das 68
sequéncias de qualidade obtidas foi comparada utilizando a ferramenta Blastn no banco de dados,
0 que determinou que essas bactérias pertencem a 9 géneros bacterianos. Os géneros encontrados
foram Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas, Sphingobacterium, Stenotrophomonas,
Acinetobacter, Paenibacillus, Delftia e Leclercia. Entre esses, Enterobacter foi o mais
predominante, com 33 representantes, seguido por Bacillus com 24, Pseudomonas com 4,
Sphingobacterium com 2, e 0os demais apresentaram apenas 1 cada. O percentual de identidade das

sequéncias variou entre 97% e 100%, conforme apresentado na Tabela 2.



Tabela 2: Caracterizacdo morfoldgica e molecular de bactérias isoladas do ciclo biol6gico de

Linhagem Meio de cultivo/amostra Gram Catalase Identidade 16S % Género
03 ISP2/0Ovo - + 98 Enterobacter sp.
04 NA/Ovo - + 100 Enterobacter sp
05 LB/Ovo - + 98 Enterobacter sp.
08 NA/Ovo - + 97 Enterobacter sp.
012 NA/Ovo - + 100 Enterobacter sp
018 ISP2/0Ovo - + 99 Enterobacter sp
025 NA/Ovo - + 97 Enterobacter sp.
030 NA/Ovo - + 99 Enterobacter sp
032 ISP2/0Ovo - + 100 Enterobacter sp
034 LB/Ovo - + 97 Enterobacter sp
L21 LB/Larva - + 100 Enterobacter sp
L2 LB/Larva - + 100 Enterobacter sp.
L56 LB/Larva - + 99 Enterobacter sp
L69 LB/Larva - + 100 Enterobacter sp
L85 LB/Larva - + 97 Enterobacter sp
L90 LB/Larva - + 100 Enterobacter sp
P11 I1SP2/Pupa - + 100 Enterobacter sp
P17 NA/Pupa - + 100 Enterobacter sp
p7 ISP2/Pupa - + 100 Enterobacter sp
A15 LB/Adulto - + 97 Enterobacter sp.
A20 LB/Adulto - + 100 Enterobacter sp
A21 NA/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A24 ISP2/Adulto - + 100 Enterobacter sp
A30 ISP2/Adulto - + 99 Enterobacter sp.
A30 LB/Adulto - + 99 Enterobacter sp.
A3l LB/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A34 LB/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A36 I1SP2/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A38 ISP2/Adulto - + 99 Enterobacter sp
A4 NA/Adulto - + 97 Enterobacter sp
A5 ISP2/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A5 LB/Adulto - + 100 Enterobacter sp.
A8 ISP2/Adulto - + 100 Enterobacter sp
037 NA/Ovo + + 100 Bacillus sp.
05 ISP2/0Ovo + + 100 Bacillus sp
L11 LB/Larva + + 97 Bacillus sp.
L20 LB/Larva + + 100 Bacillus sp
L20N LB/Larva + + 100 Bacillus sp
L25 LB/Larva + + 100 Bacillus sp
L21 ISP2/Larva + + 100 Bacillus sp.
L30 LB/Larva + + 97 Bacillus sp.
L31 NA/Larva + + 100 Bacillus sp
L37 ISP2/Larva + + 98 Bacillus sp
L43 NA/Larva + + 100 Bacillus sp
L49 ISP2/Larva + + 100 Bacillus sp.
L4 LB/Larva + + 100 Bacillus sp.
L60 LB/Larva + + 100 Bacillus sp.
L60 NA/Larva + + 100 Bacillus sp.
L61 LB/Larva + + 100 Bacillus sp
L82 LB/Larva + + 99 Bacillus sp
P11 NA/Pupa + + 100 Bacillus sp.
P19 LB/Pupa + + 98 Bacillus sp
P19 NA/Pupa + + 99 Bacillus sp.
P23 NA/Pupa + + 100 Bacillus sp
P3 LB/Pupa + + 100 Bacillus sp
A24 LB/Pupa + + 99 Bacillus sp
Ad LB/Adulto + + 100 Bacillus sp.
035 LB/Ovo - + 99 Pseudomonas sp.
028 NA/Ovo - + 99 Pseudomonas sp.
L16 LB/Larva + 97 Pseudomonas sp
L66 NA/Larva + 98 Pseudomonas sp.
P16 LB/Pupa + 100 Sphingobacterium sp.
P5 ISP2/Pupa + 100 Sphingobacterium sp.
L16 ISP2/Larva - + 100 Stenotrophomonas sp
L79 LB/Larva + 99 Acinetobacter sp.
L27 LB/Larva + 97 Paenibacillus sp
A13 LB/Adulto + 97 Delftia sp.
A4 ISP2/Adulto + 97 Lecrercia sp.

As linhagens identificadas pertencem a trés filos bacterianos: Proteobacteria, Bacillota e
Bacteroidetes (Figura 3). No total das linhagens, o filo Proteobacteria (60,30%) foi 0 mais
abundante, seguido de Bacillota (36,76%) e Bacteroidetes (2,94%). Nas amostras de ovos,
predominaram os filos Proteobacteria (85,71%) e Bacillota (14,29%). Nas larvas, também

predominaram esses filos, mas com Bacillota (61,53%) mais abundante que Proteobacteria



(38,47%). Nas pupas, predominaram trés filos, com maior abundéncia de Bacillota (50%), seguido
de Proteobacteria (30%) e Bacteroidetes (20%). Nos adultos, Enterobacter (83,33%) foi 0 mais

abundante, seguido de Bacillota (16,67%).
Filos bacterianos
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Figura 3:Abundancia de bacterianas identificadas pertencentes ao seu respectivo filo isoladas de ovo,
larva, pupa e fémea adulta de Ae. Aegypti.

As bactérias também foram classificadas em sete familias: Enterobacteriaceae,
Bacillaceae, Pseudomonadaceae, Paenibacillaceae, Moraxellaceae, Sphingobacteriaceae e
Comamonadaceae. Enterobacteriaceae foi mais abundante e presente em todas as amostras (ovos,
larvas, pupas e adultos), seguida por Bacillaceae. Pseudomonadaceae foi identificada em amostras
de ovos e larvas. Paenibacillaceae e Moraxellaceae foram identificadas somente em larvas,
enquanto que Sphingobacteriaceae e Comamonadaceae, em pupas e adultos, respectivamente

(Figura 4).

Familias bacterianas

15
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Figura 4: Abundancia de espécies bacterianas identificadas pertencentes a sua respectiva familia,
isoladas de ovo, larva, pupa e fémeas adultas de Ae. Aegypti.

De acordo com a ocorréncia dos géneros identificados, Enterobacter e Bacillus foram

detectados em todas as amostras (ovos, larvas, pupas e adultos). Pseudomonas foi identificado em



larvas e ovos. Acinetobacter, Paenibacillus e Stenotrophomonas foram identificados somente em
larvas. Delftia e Leclercia apenas em adultos, e Sphingobacterium em pupas.

Nas amostras de ovos, o género Enterobacter foi predominante, com dez linhagens
bacterianas identificadas. Também foram identificadas duas linhagens de Bacillus e duas de
Pseudomonas. Nas larvas, vinte e seis linhagens foram identificadas, sendo Bacillus o mais
predominante com quinze isolados, seguido de Enterobacter com seis linhagens e Pseudomonas
com duas linhagens. Os géneros Stenotrophomonas, Acinetobacter e Paenibacillus foram
identificados com uma linhagem de cada. Nas pupas, foram identificadas dez linhagens
bacterianas, com Bacillus predominante com cinco linhagens, seguido de Enterobacter com trés
linhagens e Sphingobacterium com duas linhagens. Nas amostras de fémeas adultas, foram
identificadas dezoito bactérias, com Enterobacter sendo o mais predominante com quatorze
linhagens, sequido por Bacillus com duas linhagens, e Delftia e Leclercia com uma linhagem cada.

Ovo Larva

Bacillus sp(14%)

Stenotrophomonas sp. (4% grobgcter sp.(1%)

Psendomonas sp_

Bacillug sp.(60%)

Pseudomon

Enterobacter sp.
sp (72%)

Paenibacillus sp. (4%,

Pupa Adulto

Lecrercia sp.
Delftiasp. (6%)- (6%

Sphingobacteri
5p.(20% Bacillus
sp. (11%)

Bacillus
5p.(50%)

Enterobacter

Figura 5: Ocorréncia de géneros bacterianos identificados nas amostras de ovos, larvas, pupas e fémeas
adultas de Ae. Aegypti.

Discussao

O Ae. aegypti é predominante na area urbana, devido a disponibilidade de criadouros
artificiais para oviposi¢cdo, ao aumento de sua densidade populacional e & transmissao de
arbovirus. Nestes ambientes, ha interacdo com uma diversidade de microrganismos que podem se

abrigar no mosquito e desempenhar funcbes que interferem em seu ciclo biol6gico e na



competéncia vetorial. Espécies bacterianas como Paenibacillus, Proteus e outras, modulam a
competéncia vetorial para arbovirus e patdgenos, por meio de mecanismos como a ativacao da
resposta imune, competicdo e producgdo de moléculas antivirais (RAMIREZ et al., 2012, 2014).

Estudos sobre bactérias cultivaveis associadas ao Ae. aegypti na Amazodnia Brasileira sdo
limitados. Conhecer as bactérias predominantes no ciclo bioldgico deste mosquito pode
demonstrar os géneros com maior probabilidade de associacéo, pois as bactérias sao adquiridas por
heranca vertical ou pela aquisicdo continua do meio ambiente (HEDGE et al., 2018;
TUANUDOM et al., 2021). Este trabalho teve como objetivo investigar a composicdo das
bactérias cultivaveis presentes no ciclo biolégico de Ae. aegypti. A identificacdo de
novasbactérias e testes de efetores antivirais podem levar a estratégias mais eficazes para controlar
a transmissdo de arbovirus. As linhagens isoladas demonstraram diferentes perfis fenotipicos e
morfotipos diversificados. Na analise bioquimica para o teste de catalase, todas as linhagens foram
positivas, indicando a presenca de uma enzima encontrada em bactérias aerdbicas, que decompde
o0 perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Estas analises forneceram conhecimento preliminar
das bactérias, permitindo a selecdo dos representantes que foram submetidos a identificacdo
molecular pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.

Neste estudo, os filos bacterianos predominantes foram Proteobacteria e Bacillota,
identificados em ovos, larvas, pupa e fémeas adultas, enquanto que Bacteroidetes foi identificado
somente em pupas. Esses dados corroboram com outros estudos, que mostraram que
Proteobacteria, Bacillota, Bacteroidetes séo comumente encontrados em mosquitos dos géneros
Aedes e Anopheles, tanto em larvas quanto em adultos, em condi¢bes de campo ou laboratério
(MANCINI et al., 2018; SILVA et al., 2021; RODPAI et al., 2023; HERNANDES et al., 2024;
FRANCIS et al., 2024). Estudos que caracterizam a microbiota de Ae. aegypti em locais como
india, Tailandia, Estados Unidos e Brasil também demonstraram perfil de diversidade bacteriana
com predominancia de Proteobacteria (YADAV et al., 2015; DAVID et al., 2016; MANCINI et
al., 2018; HERNANDES et al., 2024).

Quando classificados em familias, Enterobacteriaceae e Bacillaceae séo predominantes em
todas as amostras. Pseudomonadaceae foi identificada em ovos e larvas, enquanto que
Paenibacillaceae e Moraxellaceae em larvas, e Sphingobacteriaceae e Comamonadaceae em
pupas e fémeas adultas, respectivamente. De acordo com CHEN et al., (2020), Enterobacteriaceae
e Bacillaceae compreendem géneros como Enterobacter e Bacillus, frequentemente associados a
mosquitos. Pseudomonadaceae e Moraxellaceae séo representadas principalmente pelos géneros
Pseudomonas e Acinetobacter, respectivamente, que também sdo comumente encontrados na
microbiota do Ae. aegypti (ROSSO et al., 2018, BALTAR et al., 2023).

Os géneros Enterobacter e Bacillus foram identificados em todas as amostras. Estes

géneros sdo amplamente distribuidos na natureza, e estes dados destacam a capacidade de



colonizacao e interacdo com o mosquito durante o desenvolvimento (FRANCIS et al., 2024).
Pseudomonas foi identificado em larvas e ovos, enquanto que Acinetobacter, Paenibacillus e
Stenotrophomonas somente em larvas. Delftia e Leclercia foram identificados somente em adultos
e Sphingobacterium em pupas. Sendo assim, observou-se a modulacdo destes géneros ao longo
dos estagios bioldgicos.

Os resultados demonstram alguns dos principais membros de bactérias e corroboram com
outros estudos, pois esses géneros também foram observados em Ae. aegypti de campo (BUCK et
al., 2016; BENNETT et al., 2019). A modulacdo das bactérias durante o ciclo biolégico é
determinada por varios fatores, incluindo as condi¢bes ambientais dos criadouros e fontes de
alimentos, que também afetam a longevidade do mosquito (MANDA et al., 2007; MINARD et
al., 2013; ROSSO et al., 2018; KANG et al., 2020).

Nas amostras de ovos, houve predominancia de bactérias do género Enterobacter, seguido
de Bacillus e Pseudomonas. Um estudo realizado por COON et al. (2014) mostrou que a
abundancia de bactérias de géneros como Enterobacter e Pseudomonas também é encontrada em
ovos. Os géneros identificados em ovos também foram detectados em larvas, sugerindo que essas
bactérias podem ser transmitidas dos ovos para as larvas da proxima geracao.

As bactérias identificadas nas larvas pertencem aos géneros Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter e Paenibacillus, destacando a diversidade
bacteriana na fase larval. Essas bactérias, na maioria das vezes, sdo adquiridas apos a eclosao,
quando as larvas se alimentam da matéria organica e bactérias, desempenhando funcGes
nutricionais e metabolicas essenciais ao seu desenvolvimento (COON et al., 2014; VALZANIA et
al., 2018; AKORLI et al., 2019; JUMA et al., 2021). Bacillus foi predominante, o que pode ser
devido as suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas que facilitam a sua adaptacdo e
proliferagdo em diferentes substratos. Membros deste género sdo capazes de formar esporos
resistentes, e além disso, causam antibiose em outras bactérias, proporcionando vantagens
competitivas em ambientes, como o trato digestivo de larvas (AZIZ et al., 2024).

A colonizacdo de Enterobacter em larvas pode ocasionar a modulagdo na expresséo de
genes do sistema imunoldgico e, dependendo da colonizagdo de outros microrganismos, pode ser
benéfica ao desenvolvimento larval (CARLSON et al.,, 2020). Membros do género
Stenotrophomonas também foram observados em associacdo com as espécies de insetos como
Anopheles stephensi e Ae. aegypti (HUGLES et al., 2016). Embora ainda existam lacunas de
conhecimento sobre essa associagédo, ha evidéncias de que também podem influenciar nas vias do
sistema imunoldgico do mosquito.

A interacdo entre bactérias Paenibacillus e mosquitos durante o desenvolvimento larval
pode afetar algumas vias metabolicas e a aptiddo dos adultos. A exposicdo de larvas de Ae. aegypti

a Paenibacillus modulou o metabolismo lipidico, resultando em armazenamento de niveis



elevados de lipidios, resisténcia a fome e menor proliferacdo de DENV em fémeas adultas
(GIRAUD et al.,, 2022). Bactérias do género Acinetobacter foram encontradas em menor
abundéancia nas larvas, mas espécies desse género podem estar envolvidas na digestdo sanguinea
e nas interacfes com patdgenos em mosquitos Aedes (MINARDI et al., 2013).

As linhagens bacterianas identificadas em pupas podem evidenciar a ocorréncia de
variacdes na microbiota ao longo do ciclo bioldgico do mosquito. O género Bacillus foi mais
predominante nas amostras, seguido por Enterobacter. A presenga do género Sphingobacterium,
embora em menor quantidade, € significativa e pode determinar uma possivel associagdo benéfica
para a fase adulta, pois, em outro estudo como o de MUTURI et al. (2021), foi identificado em
adultos recém-emergidos sem contato com fonte alimenticia.

Em mosquitos adultos, o género Enterobacter foi 0 mais predominante, seguido por
Bacillus. Os géneros Delftia e Leclercia, identificados apenas em adultos, ndo sdo comumente
associados a microbiota de Ae. aegypti, mas podem indicar uma associacdo com o ambiente do
adulto. Delftia sdo microrganismos ambientais com ampla distribuicdo geografica e capacidades
metabolicas adaptéveis a diversos ambientes, frequentemente isolados de amostras de solos,
vegetais e agua (BRANA et al., 2016; BHAT etal., 2022). Sendo assim, estudos mais aprofundados
sdo necessarios para entender a modulacdo da microbiota bacteriana e as possiveis interacfes de
Delftia e Leclercia com 0 mosquito.

Na fase adulta, as bactérias sdo adquiridas de forma transestadial (LINDH et al., 2008) e
por meio de fontes alimentares (LINDH et al., 2008; SAAB et al., 2020). Neste experimento, foram
utilizados mosquitos recém-emergidos para o isolamento bacteriano, sendo que diversos fatores
podem ter contribuido para a modulacdo da diversidade bacteriana. Esses resultados sdo
semelhantes aos achados de WU et al. (2019) e CHEN et al. (2020), que também encontraram
diversos géneros bacterianos que podem ter sido influenciados pela idade, longevidade e
associacOes benéficas ou antagonicas.

A maior quantidade de bactérias foi encontrada nas amostras de larvas, e a menor
quantidade nas pupas. Esses resultados sdo semelhantes a outras pesquisas, que também
identificaram a maior diversidade de bactérias em larvas (RODPAI et al., 2023). As fémeas adultas
utilizadas eram recém-emergidas e sem repasto sanguineo, mas provavelmente adquiriram
bactérias do ambiente aquatico. Compreender a diversidade bacteriana, suas interacdes e funcoes
nos mosquitos, bem como o potencial metabdlico das bactérias, pode ser importante para a
implementacdo de estratégias de controle populacional deste vetor. Evidéncias adicionais de
bactérias simbioticas que colonizam e se associam de forma estavel aos mosquitos, transportando
genes efetores ou bloqueando a entrada de patdgenos, podem ser uma ferramenta interessante para

0 controle genético de insetos vetores de doencas.



Concluséao

Este estudo investigou a diversidade bacteriana ao longo do ciclo biolégico do Ae. aegypti.
A presenca de diversos géneros bacterianos sugere que esses microrganismos podem desempenhar
papel fundamental na biologia, na competéncia e na capacidade vetorial do mosquito. A
identificacdo molecular de algumas bactérias permitiu uma melhor compreensdo da microbiota
associada ao Ae. aegypti e pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias de controle desse

vetor.
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Abstract

Highly anthropophilic and adapted to urban environments, Aedes aegypti mosquitoes are the main
vectors of arboviruses that cause human diseases such as dengue, zika, and chikungunya fever,
especially in countries with tropical and subtropical climates. Microorganisms with mosquitocidal
and larvicidal activities have been suggested as environmentally safe alternatives to chemical or
mechanical mosquito control methods. Here, we analyzed cultivable bacteria isolated from all
stages of the mosquito life cycle for their larvicidal activity against Ae. aegypti. A total of 424
bacterial strains isolated from eggs, larvae, pupae, or adult Ae. aegypti were analyzed for the
pathogenic potential of their crude cultures against larvae of this same mosquito species. Nine
strains displayed larvicidal activity comparable to the strain AM65-52, reisolated from commercial
BTi-based product VectoBac® WG. 16S rRNA gene sequencing revealed that the set of larvicidal
strains contains two representatives of the genus Bacillus, five Enterobacter, and two
Stenotrophomonas. This study demonstrates that some bacteria isolated from Ae. aegypti are
pathogenic for the mosquito from which they were isolated. The data are promising for developing

novel bioinsecticides for the control of these medically important mosquitoes.

Keywords: Aedes aegypti, biological control, cultivable bacteria
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Introduction

Aedes aegypti mosquitoes are the main vectors responsible for the transmission of
arboviruses that cause diseases such as urban yellow fever, dengue, chikungunya, Zika fever, and
others, which infect thousands of people around the world (Camara, 2016, Kraemer et al., 2019,
Souza-Neto et al., 2019). Nowadays, chemical insecticides are the main vector control tools used
against Ae. aegypti. Due to their continuous application in the field, for the management of
agricultural and medical insect pests, chemical insecticides cause environmental pollution, food
contamination, death of non-target organisms, and selection of naturally resistant insects (Amelia-
Yap etal., 2018, Dusfour et al. 2019, Vontas et al., 2020, De Almeida et al., 2021).

Thus, the search for efficient and ecologically safe Ae. aegypti control agents has been
intense. Identification, isolation, and characterization of environmental microorganisms and their
metabolites with entomopathogenic activities have provided promising alternatives (Saldafa et
al., 2017, Soares-da-Silva et al., 2017, Dahmana et al., 2020, Katak et al., 2023, 2021, De Oliveira
et al., 2021). For example, the genera Bacillus, Brevibacillus, and Lysinibacillus harbor bacterial
species useful for the control of insect vectors of diseases, such as mosquitoes of the genera Aedes,
Anopheles, and Culex (Barbieri et al., 2021, Katak et al., 2021). These bacteria synthesize a wealth

of molecules and virulence factors for mosquitoes, including the proteins Cry, Cyt, Vip, Mpp,



Tpp, CpbB, chitinases, and others (Bravo et al., 2007, Palma et al., 2014, Marche et al., 2017,
Crickmore et al., 2021), which are currently used in various insect biological control programs
(Valtierra-de-Luiz et al., 2020).

While mosquito-associated bacteria have been demonstrated to positively impact mosquito
fitness, facilitate the acquisition of nutrients (Gaio et al., 2011), provide defense against pathogens
(Oliver et al., 2003, Dong et al., 2009) and influence vectorial capacity, modulating the
transmission of arboviruses (Weiss and Aksoy, 2011, Jupatanakul et al., 2014), until the writing of
this article, no study focused on the bacteria present in Ae. aegypti with antagonistic relationships
with the host mosquito. Here, we demonstrate that the mosquito microbiota should be further
explored as a source of bacteria with entomopathogenic properties that can be developed in new

products for the control of Ae. aegypti.

Materials and methods

Field collection of Aedes aegypti and laboratory breeding

Samples of Ae. aegypti larvae and pupae and breeding water were collected in the city of
Manaus/Brazil (GPS coordinates -3.0726016 S, -59.9284962 W) in an area of high vector density,
according to data from the local mosquito control program (Secretaria Municipal de Saude do
Amazonas - SEMSA). The collections were carried out in September 2020, with government
authorization (SISB10/74091-1/2020-2021) and the consent of the property owner who signed a
free and informed consent form. Ten plastic trays (45x30x7.5cm) with 12000 ml of sterile distilled
water were placed at the collection site, monitored for ten days as per Silva et al. (2021). After
this period, containers with larvae, pupae, and organic matter were moved to the laboratory
(Laboratério de Controle Bioldgico e Biotecnologia da Malaria e Dengue - LCBBMD) at INPA.
Larvae and pupae were identified using entomological taxonomic keys (Forattini, 2002, Harbach,
2022, WRBU, 2022). The insectary-maintained conditions were 27+2 °C, 80-90% relative
humidity, and a 12/12 light/dark cycle. Field-collected larvae were kept in the laboratory with the
same water and organic matter. Adult Ae. aegypti females were fed hamster blood (Mesocricetus
auratus Waterhouse, 1839) and provided with a 10% sucrose solution. Hamsters were anesthetized
following INPA's approved ethics protocol (029/2021). After the blood meal, eggs were collected
for three days. Some eggs were used for bacterial isolation, while the rest were stored for 72 hours
and then immersed in containers with distilled water to stimulate larval hatching for bioassays.
Lab-reared larvae followed similar procedures to field-collected ones, with fish food (Tetramin)
added to their diet.



Isolation of bacteria

Bacterial strains were isolated as described by Rocha et al. (2021), with adaptations. Apart
from eggs that were not prewashed, samples of other developmental stages (4th instar larvae,
pupae, and adult females) of Ae. aegypti were washed for 1 minute in 70% alcohol and then in
sterile H20 before being macerated in microtubes containing 1.5 ml of sterilized H20 and
vortexed for three minutes. Three replicates, 50 pl aliquots from all samples, were spread on Petri
dishes containing Nutrient Agar (NA), Luria-Bertani Agar (LB) or ISP2 medium. Fluconazole (20
mg/ml) was added to the medium to prevent fungal growth. All Petri dishes were incubated at 29

°C for 24, 48 and 72 h. Negative control plates with only sterile water did not result in colonies.

Morphological and molecular characterization of bacteria

Bacterial colonies used in the selective bioassays were examined for size, shape, texture,
elevation, color, and Gram stain at 100X magnification. Genomic DNA from the nine bacterial
strains in the quantitative bioassays was extracted using InstaGene™ Matrix (BioRad) following
the manufacturer's instructions. DNA was quantified with a Thermo Scientific™ NanoDrop™
OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer and adjusted to 150 ng/ul. Bacterial 16S rRNA
genes were PCR-amplified using GoTag® DNA Polymerase 2x (Promega) and primers 16S08F
(5-GYCCADACWCCTACGG-3) and 16S08R (5- CACGAGCTGACGAC-3) (Arruda et al.,
2021). The amplicon corresponds to a fragment of approximately 700 bp and comprises the
variable regions V2 to V6 of the 16S rRNA gene. Each reaction consisted of 25 pl of the 2X master
mix; 2 pl DNA (150 ng/pl); 21 pl of milli-Q H20 and 1 pl (10 pMol) of each primer. The PCR
program had an initial denaturation at 94°C for 7 min, followed by 30 cycles of [94°C for 45s,
50°C for 30s, 72°C for 60s], followed by a final extension at 72 °C for 10 min. PCR products were
evaluated on 1% agarose gel stained with UniSafe Dye 0.03% (v/v) and visualized under UV light.
Sanger sequencing in both directions using the primers V2 and V6 (BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied) Sequencing Reaction and Ethanol/EDTA/Sodium Acetate
precipitation reaction according to manufacturer's suggested protocol) was performed by capillary
electrophoresis in a AB13730x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Electropherograms were
analyzed using the programs Chromas Lite and Geneious 4.8.3. Taxonomic assignments of the
isolated bacteria were based on consensus sequence comparisons with 16S sequences in GenBank

applying BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) at the National Center for

Biotechnology Information (NCBI) and  the Ribosomal  Database Project,

RDP-II (http://rdp.cme.msu.edu/comparison/comp.jsp).
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Assays for mosquito larvicidal activity of bacterial cultures

Individual colonies (bacterial strains) were inoculated in 5 ml of the same culture medium
from which they were isolated, and these initial cultures were kept in a shaker incubator at 29 °C
and 180 rpm for 24 h. Fifty microlitres of the initial cultures were inoculated in 50 ml of the same
medium and incubated under the same conditions for 72 h. The optical densities of the bacterial
cultures were monitored and the values at the stationary phase, 72 h, are shown in Table 1.
Bioassays were performed according to WHO guidelines (2005), as described by Katak et al.
(2021). Bioassays were carried out in three replicates, each with three cups and each cup
containing 9 ml of distilled water, 1 ml of bacterial culture, and fish food (Tetramin). Ten third-
instar larvae of the first generation of Ae. aegypti from the specimens collected in the field were
placed in each cup. Larval mortality was determined at 24, 48 and 72 h after exposure to bacterial
cultures. No mortality was observed at any time in negative controls without bacteria. The strain
AMG65-52 of B. thuringiensis subsp. israelensis, reisolated from the product VectoBac® WG, free
from the additives present in the formulation, was tested as a positive control. Strains resulting in
100% mortality were further investigated and lethal concentrations (LC50 and LC90) were

determined.

LCso and LCg determination Bacterial cultures

Bacterial strains were inoculated in 2 ml of the culture medium from which they were
isolated and kept in a shaker incubator at 30°C and 180 rpm for 24 h. Fifty pl of each culture were
transferred to 100 ml of fresh medium, followed by incubation at 30 °C and 180 rpm for 72 h.
Biological assays were carried out as described by WHO (2005) and Katak et al. (2021). These
tests were carried out in five replicates, each containing 150 ml of water, 20 third-instar larvae and
1000, 900, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 400, 350, 300, 250, 200, 125, 100, 75
or 50 pl of bacterial culture. Dead larvae were counted at 24, 48, and 72 hours after exposure.
Negative and positive controls were included as described above, using strain AM65-52 as
active strain. Data from concentrations that caused between 10% and about 95% mortality of
mosquito larvae were used for statistical analyses. LC50 and LC90 were evaluated using Probit,
with p < 0.05 (Finney, 1971), using the statistical software Polo Plus 1.0 statistical software
(LeOra Software, Berkeley, CA, USA) (Robertson et al., 2017). Lethal concentrations and
confidence interval (95% CI) were analyzed using the Lilliefors normality test (K samples),
analysis of variance (ANOVA), Tukey's multiple comparison tests (p < 0.05) and Student’s t- test
with BioEstat 5.3 software for Windows (Ayres et al., 2007).



Bacterial metabolites
Bacterial strains were inoculated into 1000 ml of medium as in 2.4. After 120 hours if

incubation, cultures were filtered through a 0.22 pM Millipore Membrane. The filtrate for each
strain was partitioned in a separation funnel with a mixture of ethyl acetate (AcOET) and
isopropanol (iPr-OH) 9:1 volume/volume (v/v) three times, each time using 300 ml of the solvent
mixture (Rakhmawatie et al., 2021). The pooled solvent fractions were concentrated in a rotary
evaporator (Tecnal®), under reduced pressure with a vacuum pump and at 45 °C. Dried extracts
were weighed and stored in a desiccator with activated silica.

Bioassays followed the criteria established by Dulmage et al. (1990) and WHO (2005) and
were conducted under controlled conditions of temperature, humidity, and photoperiod, as
mentioned above. Bioassays were carried out in triplicate, in 150 ml plastic plates containing 120
ml of distilled water, 20 third instar larvae, powdered larval food (Teklad Global 18%) and
concentrations of 0.01 to 250 pg/ml of extracted bacterial metabolites (De Oliveiraet al., 2021). All
metabolites were solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSQO; Thermo Fischer Scientific). Mortality
readings were recorded 24, 48 and 72 h after exposure to bacterial extracts (Danga et al., 2014).
The DMSO solvent was used as a negative control, and Temephos (Pestanal Sigma- Aldrich) as a

positive control. LC50 and LC90, statistical analyses were conducted as in

Results

Selective bioassays for mosquito larvicidal activity

A total of 424 bacterial strains were isolated from Ae. aegypti, 88 from eggs, 166 from
larvae, 72 from pupae, and 98 from adult female mosquitoes. We examined the pathogenic
potential of these 424 bacterial strains against Ae. aegypti larvae, and found nine strains that,

under our assay conditions, caused 100% mortality in 24h (Fig. 7).
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Figure 7:Mortality of third instar Ae. aegypti larvae exposed to isolated bacterial strains.

Mortality was assessed after 24, 48, and 72 hours of exposure to bacteria. Among the bacterial strains isolated from
Ae. aegypti, nine led to 100% mortality within 24 hours, while other fifteen strains caused mortality below 50%. The
remaining 415 strains showed no mortality during the evaluation period. All tests were performed in triplicate, and
detailed results are available in Table S1



Taxonomic assignment of active strains

The 16S rRNA gene of the nine strains pathogenic to Ae. aegypti larvae included two

Bacillus representatives, five Enterobacter, and two Stenotrophomonas, with over 98.5% identity

with sequences in the NCBI database. However, only genus-level classification was possible for

these isolated lineages due to the limited resolution of the 16S rRNA locus (Table 3).

Table 3: Characterization of isolated bacteria with pathogenicity against Ae. Aegypti larvae.

Strain Culture OD600 nm Gram Catalase 16S Seq. Identity % Best match GenBank acc. n° Genus
medium/sample (72h) stain activity

L65 ISP2/Larvae 1.15 + + 99.01 OP692702 - Bacillus sp.
L21 LB/Larvae 26 + 98.58 0OP692703 - Stenotrophomonas sp.
L31 LB/Larvae 20 + 98.87 OP692704 - Stenotrophomonas sp.
L39 LB/Larvae 25 + 99.00 OP692705 - Enterobacter sp.
L41 LB/Larvae 2.7 - + 99.29 OP692706 - Enterobacter sp.
P12 NA/Pupae 1.25 + + 98.86 OP692707 - Bacillus sp.
P15 NA/Pupae 2.7 + 99.00 OP692708 - Enterobacter sp.
P18 NA/Pupae 21 + 99.29 OP692709 - Enterobacter sp.
L47 NA/Larvae 2.7 + 99.01 OP692710 - Enterobacter sp.

In quantitative bioassays, the pathogenicity of bacterial cultures from the nine most active

strains against Ae. aegypti larvae (Fig. 1 and Table 1), measured as larvae mortality, was generally

comparable to strain AM65-52 cultures. For most assays, the estimated lethal concentration values

and their 95% confidence intervals for the nine strains were not significantly different (p > 0.05)

from those of strain AM65-52 cultures. However, there was a significant difference (p <
0.00045) between the LC50 values obtained for P18 (123 pl, SE: 2.4 + 0.15) and strain AM65-
52 (182 pl, SE: 2.2 + 0.2) at 48 hours, when P18 was more efficient. The estimated LC90 values

for all tested strains were not statistically different from strain AM65-52 at 24 hours of exposure.

In contrast, statistically significant differences in LC90 were found at 48 hours (L41 and L47) and

72 hours for L41 (356 pl, SE: 4.5 + 0.3), P12 (418 pl, SE: 2.9 + 0.5), and L47 (389 pl, SE: 9.1 +
0.8) compared to strain AM65-52 (261 uL; SE: 4.5 + 0.3) (Table 4).

Table 4:: LC50 and LC90 values of bacterial cultures against Ae. aegypti larvae.

Inter Strain LCso (C195%) 2 df  Slope+ SE LCqo (C195%) 2 df  Slope = SE
Strain AM65-52 250 (165-346)* 739 4 3.2+0.18 528 (452 - 645) * 9.7 3 42+038
L65 - Bacillus sp. - - - 204111 944 (888 -1087) * 6.7 2 204111
L21 - Stenotrophomonas sp. 381(359 - 399)° 115 4 10.3+0.48 507 (483 - 542)? 10.3 4 10.3+£0.48
L31 - Stenotrophomonas sp. 527 (320 - 607) ® 09 5 1.0+0.33 6776 (2933 -3372) 2 16 7 1.2+0.26
L39 - Enterobacter sp. 396 (361 - 425) ° 39 8 29+022 1078 (999 - 1193) @ 39 8 29+022

24 h
L41 - Enterobacter sp. 397 (362 - 424) @ 20 5 25+ 027 1104 (1001 - 1001) 0.8 4 3.2+054
P12 - Bacillus sp. 398 (301 - 449) 2 9.8 4 27032 709 (668 - 818) 2 104 3 10.2+0.84
P15 - Enterobacter sp. 274 (249 - 294) @ 25 5 25022 701 (659 - 785) 2 45 4 48+061
P18 - Enterobacter sp. 232 (213 -248)*° 21 4 26+0.24 582 (517 -725)* 9.0 4 3.8+0.32
L47 - Enterobacter sp 482 (346 - 522) @ 45 2 9.4+097 647 (620 - 682) 95 4 10.1+£0.87
Strain AM65-52 182 (166 - 195) 17 5 22+016 505 (435 - 604) @ 95 3 4.6+040
L65 - Bacillus sp. - - - - 863 (831 -946) * 55 2 254=x171
L21 - Stenotrophomonas sp. 353 (345-361)* 0.1 1 9.3+0.87 - - - -
L31 - Stenotrophomonas sp 452 (181 - 556) 2 0.3 3 1.0+0.36 - -



48h L39 - Enterobacter sp. 373 (339 -402) 2 28 8 3.1+£023 955 (897 - 1036) ® 28 8 3.1+023
L41 - Enterobacter sp. 337(305-362)2 20 4 23+028 856 (809 - 929) © 8.2 6 4.8+040
P12 - Bacillus sp. 301 (286 -314)2 07 4 3.7+027 650 (593 - 758) 53 4 3.9+0.36
P15 - Enterobacter sp. 237(220-252)*> 35 7 2.7+0.16 659 (591 - 854) 75 4 33044
P18 - Enterobacter sp. 123 (112-132)° 11 2 24+024 372 (314 - 500) 41 3 27+ 023
L47 - Enterobacter sp 353(330-372)2 6.0 6 6.0+034 574 (544 - 605) 8.1 4 8.5+084
Strain AM65-52 - - - - 293 (261 - 343) @ 145 4 46+0.39
L65 - Bacillus sp. - - - - 818 (798 - 866) * 28 2 31.9+3.00
L21 - Stenotrophomonas sp. 331 (300 - 354) 2 74 2 12.7+0.76 418 (385-511) 2 74 2 12.7+0.76
L31 - Stenotrophomonas sp. 490 (268 - 572) 2 24.5 6 25+033 1032 (864 - 2230) ® 85.0 6 5.0+0.36

72h L39 - Enterobacter sp. 361 (318 - 395) 2 19.2 8 3.8+022 789 (728 - 882) @ 19.2 8 3.8+022
L41 - Enterobacter sp. - - - - 356 (301 -391) ¢ 3.7 4 29+053
P12 - Bacillus sp. 199 (126 -254)°>  10.0 3 19+021 485 (418 - 690) 8.6 3 44+037
P15 - Enterobacter sp. 178 (152 - 199) ° 55 4 24+0.19 - - - -
P18 - Enterobacter sp. 101 (93 -112)®° 18 2 2.2+0.26 - - - -
L47 - Enterobacter sp. 175 (132 - 206) ® 9.4 4 20+0.18 428 (389 - 545) ° 6.0 2 92 +083

* Values expressed as microliters of 72 h bacterial culture per assay. The assays were carried out in five
replicates, each containing 150 ml of water, 20 third-instar larvae and 1000, 900, 800, 750, 700, 650, 600,
550, 500, 400, 350, 300, 250, 200, 125, 100, 75 or 50 pul bacterial cultures. Dead larvae were counted at 24,
48, and 72 hours after exposure to bacteria. LCso and LCq were evaluated using Probit, with p < 0.05.
Statistical comparisons and confidence intervals (95% CI) were analyzed using the Lilliefors normality test
(K samples), analysis of variance (ANOVA), Tukey's multiple comparison test (p < 0.05) and Student t-
test. For all variables in each column with the same letter (a.b.c), the differences between values are not
statistically significant. LC = lethal concentration; CI = confidence interval; x2 = chi-square; df = degrees
of freedom; strain AM65-52 as a positive control.

Bacterial metabolites

Metabolic extracts from strains P18, L47, and L65 were tested for their efficacy in Killing larvae
of Ae. aegypti. The LC50 and LC90 values observed for P18 were not statistically different
(p<0.05) at 24 h and 48 h intervals when compared with the insecticide temephos (Table 5). The
extracts from the L65 and L47 cultures were in general less effective, with values of LC50 and
LC90 higher than those of the temephos or P18 extracts (Table 3).

Table 5: LC50 and LC90 values of bacterial metabolites against Ae. aegypti larvae:.

Inter  Extracts LCsopg/mI(CT95%) 2 df  Slope£SE  LCopg/mI(CT95%) 2 df  Slope = SE
Temephos 42 (21-60)? 105 3 20014 184 (134 - 329)*° 105 3 20+£014
4

24h  P18-Enterobacter sp. 41(29-52)* 134
L65 - Bacillus sp. - -
L47 - Enterobacter sp. - -
Temephos 30 (14 -42)¢ 6.3

1.8+010 199 (148 -310)° 137 4 17+010

24+ 022 102 (81-144)¢° 6.3 3 24+022

3
48h  P18-Enterobactersp. 27 (16-36)® 104 3 22014 103 (77 - 175) @ 104 3 22+014
L65 - Bacillus sp. 177 (124 - 268) ® 5.0 3  09+009 - - -
L47 - Enterobacter sp. 439 (271 - 1423) ® 145 3 13+010
Temephos - -
72h P18 - Enterobacter sp. - - - - - - - -
L65 - Bacillus sp. 71(13-125)2 319 3 15+£010 499 (243-1504) 319 3 15%010
L47 - Enterobacter sp. 191 (142 - 272) ? 127 3 18+0.10

* Inter = Inteval. LC50 and LC90 were evaluated using Probit and statistical analyzes were conducted as descrlbed
in Table 2.

Discussion
Arbovirus transmission patterns are influenced by multiple factors, including vectorial

capacity (Valderrama et al., 2017). Thus, the control of Ae. aegypti is necessary to reduce the
mortality caused by dengue, urban yellow fever, Zika, chikungunya viruses, and other human
pathogens. The efficacy of chemical insecticides used for this purpose are compromised by the



development of resistance in mosquitoes, prompting the search for new insecticides, especially
biological ones (Amelia-Yap et al., 2018).

In the last decade, there has been increased interest in research on insect microbiota.
Bacteria associated with insect disease vectors have drawn special attention for their interactions
with both insect hosts and the pathogenic organisms they transmit (Thongsripong et al., 2018, Da
Silva Gongalves et al., 2019, Caragata and Short, 2022). The complexity of the mosquito bacterial
microbiota has been actively investigated and bacterial genera already detected in these insects
include Asaia, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Proteobacteria (Minard et al.,
2015, Wang et al., 2018, Scolari et al., 2021). Studies on the diversity of cultivable bacteria
associated with Ae. aegypti in the Brazilian Amazon are still scarce. Here, we explore the cultivable
bacterial microbiota of the Ae. aegypti and we identified
new entomopathogenic bacterial strains with activity against larvae of this same mosquito species.

Four hundred twenty-four bacterial strains isolated from Ae. aegypti eggs, larvae, pupae or
adult females were used in this work. Nine were found to be pathogenic for larvae of this same
mosquito, with a lethality of 100% within 24 hours of exposure, under the experimental conditions
described here. After sequencing the 16S rRNA, it became evident that these strains fall into the
genera Enterobacter (five isolates), Bacillus (two isolates), and Stenotrophomonas (two isolates).

Members of the Enterobacter genus are ubiquitously found in terrestrial and aquatic

environments and as commensals in the intestinal tracts of humans and animals; however, they can
cause opportunistic infections and become pathogens (Davin-Regli et al., 2019). Likewise,
Enterobacter spp. have been found as inhabitants of the gut of many insect species, contributing to
nutrition, protection from parasites and pathogens, modulation of immune responses, and
communication (Engel and Moran, 2013, Oliver and Martinez, 2014) but, as evidenced in this and
other work (Stathopoulou et al., 2021) Enterobacter strains may exhibit insecticidal activity against
their hosts. Harikrishnan et al., (2023) described a strain of Enterobacter cloacoe with larvicidal
activity against Culex quinquefasciatus. The active metabolites identified in that study were
rhamnolipid biosurfactants. Yoshida et al., (2001) identified an insecticidal molecule produced by
Enterobacter aerogenes found in the saliva of Myrmeleon bore larvae.
In general, Enterobacter strains P18 and P15 had the lowest values of LC50 and LC90, similar to
those of strain AM65-52. Additional research is necessary to determine how strains isolated in our
work cause the death of Ae. aegypti larvae. It is worth mentioning that to date there have been no
reports on the biological activities of metabolic extracts from Enterobacter sp. strains against Ae.
aegypti larvae.

Stenotrophomonas sp. has been found in association with many insects, including Ae.
aegypti (Yadav et al., 2015). It was determined that some isolated strains of Stenotrophomonas

maltophilia produce a rhamnolipid biosurfactant and a chitinase that have been investigated as
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potential biocontrol agents of insect pests (Deepali et al., 2014, Jabeen et al., 2018). Possibly,
similar molecules produced by the strains isolated in this study are responsible for the observed
larvicide activity. The Stenotrophomonas strain L21 revealed to be more effective in killing
mosquito larvae than Stenotrophomonas L31, indicating these two strains produce different
quantities of larvicidal metabolites or have distinct mechanisms of pathogenicity.

The genus Bacillus contains several species of bacteria with entomopathogenic activity
against insects of multiple orders, including Diptera, Lepidoptera, and Coleoptera (Lone et al.,
2017, Falqueto et al., 2021). Products based on the B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti) have
been successfully applied around the world for at least three decades (Merritt et al., 1989, Regis et
al., 2000, Dambach et al., 2020). These products, including the positive control used in this study,
strain AM65-52, predominate in bioinsecticide markets worldwide, being ecologically safe based
and specific to target organisms. In this study we identified two Bacillus sp. isolates (L65 and P12)
with activity against Ae. aegypti.

The exploration and isolation of these microorganisms to control mosquito larvae can
provide new products and active metabolites against disease vectors (Katak et al., 2023). Data
obtained from the larvicidal activity of metabolic extracts from P18, L47 and L65 cultures showed
efficacy against Ae. aegypti larvae. Although we have not investigated the mechanisms and
molecules involved in the entomopathogenic capacity of the bacteria isolated and tested in this
work, we hypothesize that the observed larvicidal activity is associated with the synthesis of toxic

molecules during in vitro culture.

Conclusion
Nine bacterial strains isolated from Ae. aegypti showed larvicidal activity similar to that of the

strain AM65-52 from commercially available VectoBac® WG product, against this vector
mosquito. The data obtained are relevant for the development of new bacterial larvicides for use in
vector control programs. The bacteria from strain P18, as well as their extracted metabolites,
showed to be consistently active as larvicides, with activity comparable to strain AM65-52 and
Temephos, respectively. More studies are needed to elucidate the mechanisms involved in the

observed larval mortality.
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RESUMO

Aedes aegypti € o vetor primario dos arbovirus da dengue, Zika, Chikungunya, Febre Amarela
Urbana e entre outros, essas doencas, principalmente a dengue ¢é atualmente umas das principais
ameagcas a satude humana no mundo todo. O uso de inseticidas sintéticos no controle vetorial tem
ocasionado problemas, incluindo o aumento da selecdo de insetos resistentes aos inseticidas,
contaminacdo ambiental e perigo a sadde humana. Deste modo, sdo necessarios urgentemente
novas alternativas de controle. Microrganismos entomopatogénicos, como fungos e bactérias tem
sido bastante utilizados para o controle bioldgico desses vetores. Bactérias do género Bacillus, por
exemplo, produzem uma diversidade de moléculas que podem ser eficazes no controle de diversas
ordens de insetos vetores de arbovirus. Neste estudo, foram avaliadas as fracdes do pellet e do
sobrenadante de bactérias quanto a toxicidade em larvas de Ae. aegypti. Os resultados mostraram
que a fracdo dos componentes celulares (pellets) e do sobrenadante secretado da linhagem P18NA-
Enterobacter sp. ocasionaram 100% de mortalidade nas larvas de Ae. aegypti no intervalo de 24
horas. O mesmo perfil de mortalidade foi observado para a linhagem padréo BtiAM65-52 para o
sobrenadante secretado e o pellet. A linhagem L65-Bacillus sp. apresentou 100% de mortalidade
para as larvas de Ae. aegypti quando expostas ao pellet e, 98% de mortalidade quando as larvas
foram expostas até 72 horas no sobrenadante secretado. O modo de acdo dessas linhagens pode
ter sido ocasionado por infecgdo bacteriana ou por agdo de metabolitos secundarios. Dessa forma,
rastrear os principios ativos das linhagens é uma alternativa para encontrar novas moléculas e
caracterizar os seus componentes celulares, a fim de identificar seus mecanismos de acéo. Este
estudo demonstra a capacidade dessas bactérias para uso no controle populacional das larvas de
Ae. aegypti.

Palavras-chave: Microparasitismo, Metabolitos secundarios, Aedes aegypti, controle vetorial



ABSTRACT

Aedes aegypti is the primary vector of the arboviruses that cause dengue, Zika, Chikungunya, Urban
Yellow Fever, and others. These diseases, especially dengue, are currently one of the main threats
to human health worldwide. The use of synthetic insecticides in vector control has caused problems,
including the increased selection of insects resistant to insecticides, environmental contamination,
and danger to human health. Therefore, new control alternatives are urgently needed.
Entomopathogenic microorganisms, such as fungi and bacteria, have been widely used for the
biological control of these vectors. Bacteria of the genus Bacillus, for example, produce a diversity
of molecules that can be effective in controlling several orders of insect vectors of arboviruses. In
this study, the fractions of the pellet and the supernatant of bacteria were evaluated for toxicity in
Ae. aegypti larvae. The results showed that the fraction of cellular components (pellets) and secreted
supernatant of the P18NA-Enterobacter sp. strain caused 100% mortality in Ae. aegypti larvae
within 24 hours. The same mortality profile was observed for the standard strain BtiAM65-52 for
the secreted supernatant and the pellet. The L65-Bacillus sp. strain showed 100% mortality for Ae.
aegypti larvae when exposed to the pellet and 98% mortality when the larvae were exposed to the
secreted supernatant for up to 72 hours. The mode of action of these strains may have been caused
by bacterial infection or by the action of secondary metabolites. Thus, tracking the active principles
of the strains is an alternative to find new molecules and characterize their cellular components in
order to identify their mechanisms of action. This study demonstrates the capacity of these bacteria
for use in the population control of Ae. aegypti larvae.

Keywords: Microparasitism, Secondary metabolites, Aedes aegypti, vector control



Introducéo

A competéncia vetorial do Ae. aegypti a virus como os da Dengue, Zika e Chikungunya,
tornou esta espécie uma ameaca a saude publica em todo o mundo (MANIMEGALAI et al.,
2021; ECDC 2022). Os inseticidas quimicos sdo usados como principal ferramenta para o
controle de mosquitos, porem, ndo sdo tdo eficazes devido a selecdo de mosquitos resistentes,
efeitos adversos no meio ambiente e em organismos ndao alvo (MAHESWARAN &
IGNACIMUTHU, 2014; RANI et al., 2021). Esses fatos ressaltam a necessidade de
desenvolver novas medidas eficientes e ambientalmente seguras para o controle de mosquitos
vetores e das doencas que eles transmitem (RAGUVARAN et al., 2022; KATAK et al., 2023).

Bactérias da familia Bacillaceae infectam insetos e produzem toxinas com propriedades
inseticidas. Espécies como Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e Lysinibacillus sphaericus
(Lbs) sdo amplamente conhecidas por sua atividade larvicida contra diversas espécies de
mosquitos (SANTANA-MARTINEZ et al., 2019; SUKUMAM & MAHESWARAN, 2020).
Estudos sobre a toxicidade de metabolitos bacterianos em larvas de Ae. aegypti e Anopheles
stephensi destacam que esses compostos apresentam mecanismos de a¢do larvicida e podem ser
uma alternativa eficaz e ecoldgica (REVATHI et al., 2013; PRADEEP et al., 2015; FALQUETO
etal., 2021; KATAK et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2024).

As bactérias como Bacillus produzem metabolitos secundarios com mecanismos de acéo
de antibiose, antifingicos, antioxidantes, inseticidas, entre outros (STEIN, 2005). O uso de
bioinseticidas a base de bactérias apresenta vantagens como a biodegradabilidade, facilidade de
producdo e menor probabilidade de desenvolvimento de resisténcia nos insetos (CHIO et al., 2022).
Nesse sentido, encontrar novas bactérias microbios com potencial larvicida tem sido objetivo de
diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo.

O isolamento de bactérias cultivaveis para esta finalidade tem limitac6es pelo fato de que
0s meios de cultura nem sempre atendem aos requisitos para o crescimento de muitas espécies de
bactérias (VARTOUKIAN et al., 2010). Portanto, a busca por bactérias entomopatogénicas €
frequentemente limitada aquelas que crescem em meios de cultura disponiveis comercialmente.
Sendo assim, foi avaliada a toxicidade larvicida dos componentes celulares e do sobrenadante
secretado de duas bactérias isoladas de Ae. aegypti, com o0 objetivo de encontrar 0s seus principios

ativos.



Material e métodos

Reativacdo das bactérias e condicdes de cultivo

Foram utilizadas nove linhagens bacterianas, sendo cinco (L47, P18, L39, P15, L41) do
género Enterobacter, duas (L21, L31) do género Stenotrophomonas, e duas do género Bacillus
(L65 e P12), isoladas de larvas e pupas de Ae. aegypti (OLIVEIRA et al., 2024). Além dessas, a
linhagem padrdo Bacillus thuringiensis var. israelensis BtiAM62-52, obtida do produto comercial
Vectobac® WG, foi utilizada como controle positivo.

As linhagens foram cultivadas em meio Nutriente Agar (NA) e armazenadas em estufa
B.0.D a 29°C por 24 horas. Em seguida, uma amostra da biomassa de cada cultura bacteriana foi

adicionada a tubos de ensaio de 20 mL contendo 5 mL do meio de cultivo Nutriente Broth (NB).
As amostras foram mantidas em estufa a 29°C e 180 rpm por 24 horas. Apos isso, 50 pL de cada
cultivo bacteriano foram transferidos para cinco frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
do meio NB e armazenados em estufa a 29°C e 180 rpm por 72 horas. Estes procedimentos foram
realizados em triplicata, com base na metodologia de Marche et al. (2017), com adaptages.

O cultivo das bactérias foi centrifugado a 4°C e 5.000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em um sistema de vacuo em membrana Millipore 0,22 uM. Em seguida, o pellet foi
congelado a -20°C por 1 hora e submetido a liofilizag&o no Liofilizador- Enterprise |, TERRONI,
por 48 horas a 150 mmHg (KATAK et al., 2021).

Obtencéo de larvas de Aedes aegypti

As larvas foram obtidas do insetario do Laboratério de Controle Bioldgico e Biotecnologia
da Maléaria e Dengue (LCBMD) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia-INPA.
Inicialmente, os ovos foram colocados em bacias de plastico e adicionados 200 mL de dgua. Ap6s
a ecloséo das larvas, foi adicionada a alimentagdo, que consistiu na mistura da ragéo (Teklab
global) e da ragdo Whiskas®. Ao atingirem o terceiro estagio, as larvas foram separadas para a

realizacdo dos ensaios biologicos (LIMA et al., 2009).

Ensaios bioldgicos com larvas de Aedes aegypti

A toxicidade das fracGes foi avaliada em larvas de terceiro estigio de Ae. aegypti sob
condi¢Oes controladas. Para a diluigdo das amostras, utilizou-se: (i) 50 mg de pellet + 10 mL de
agua destilada para alcangar uma concentracdo de 0,5 mg/mL homogeneizadas em vortex (Katak
etal., 2021). As larvas também foram expostas ao sobrenadante secretado das linhagens utilizando
aliquotas de 1000, 500, 250 e 125 ml.



Os bioensaios foram realizados em quintuplicata, utilizando copos descartaveis com
capacidade de 150 mL, contendo 120 mL de agua destilada, 20 larvas de terceiro estagio de Ae.
aegypti, 1 mg de racdo e uma concentracdo de 5 mg/mL de cada fragdo. No controle negativo, ndo
foi adicionada fracdo bacteriana, enquanto no controle positivo foi adicionada a fragcéo da cepa
padrdo BtiAM62-52. Os ensaios biologicos foram repetidos trés vezes, e a mortalidade das larvas

foi avaliada ap0s 24, 48 e 72 horas de exposicao.

Anélises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Cinco larvas mortas, expostas a concentracdo de 0,5 mg/mL do pellet da linhagem P18-
Enterobacter sp., e cinco larvas do controle negativo, foram submetidas a analise eletronica de
varredura (MEV). As larvas foram fixadas por 12 horas em uma solu¢édo de glutaraldeido a 2,5%,
com 0,1 M de sédio cacodilato a pH 7,3. Em seguida, foram lavadas e armazenadas em tampé&o
cacodilato 0,2 M antes da pos-fixacdo em tetroxido de 6smio a 1% por 1 hora e trés lavagens por
10 minutos em &gua destilada. A desidratacdo foi realizada utilizando uma série de etanol nas
concentragdes de 50%, 70%, 90%, durante 10 minutos e a 100% por 20 minutos. As larvas
desidratadas foram secas em ponto critico com CO2 e montadas em laminas de vidro com fita de
carbono dupla face. Todas as amostras foram revestidas por pulveriza¢do com Pt (20 nm) em uma
unidade Blazers SCd 030 (Oerlikon Balzers Coating, Balzers, Liechtenstein) antes da observacgéo
em um microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-8402 (JEOL, Téquio, Japdo) com uma Tensao

de aceleracdo de 20 KV.

Resultados
Ensaios biolégicos com larvas de Aedes aegypti

A exposicdo das larvas de Ae. aegypti aos componentes celulares (pellets) e ao
sobrenadante secretado da linhagem P18NA-Enterobacter sp. causou 100% de mortalidade nas
larvas em 24 horas. O mesmo perfil de mortalidade foi observado para a linhagem padrédo
BtiAM65-62 (Figura 2 A). A linhagem L65-Bacillus sp. apresentou 100% de mortalidade quando
as larvas foram expostas ao pellet e, no sobrenadante secretado, 50%, 60% e 97% de mortalidade
nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 8). A mortalidade das demais
linhagens (L47, L39, P15, L41, L21, L31 e P12) quando as larvas foram expostas ao pellet variou
de 100% a 67% até 72 horas e, no sobrenadante secretado, a mortalidade variou de 73% a 13%

até 72 horas.
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Figura 8: Atividade larvicida de fracGes de culturas microbianas.PEL= Pellet e SUP= Sobrenadante. (A)
PEL = 0,5 mg/ml de pellet liofilizado (B) SUP = Aliquotas de 1000, 500, 250 e 125 ml do sobrenadante.
A mortalidade das larvas foi avaliada em 24, 48 e 72 horas. CN — controle negativo com agua no lugar de
fracGes de cultura microbiana.

Estudos de microscopia
Anélise da infeccdo da fracao do pellet em larvas de Aedes aegypti por microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

As analises realizadas no microscopio eletrénico de varredura (MEV) mostraram que as
linhagens P18NA-Enterobacter apresentaram colonizagdo na superficie das larvas,



principalmente na regido da boca, abdémen, térax e sifdo. Em relacéo a analise das larvas controle,

sem a fracdo de pellet, ndo foram observadas colonizacgdes bacterianas nessas regides .(Figura 9).

Abddmem Boca

Figura 9: Analise de microscopia eletrnica de varredura com larvas de Ae. aegypti expostas a fragdo do
pellet(PEL) da linhagem P18NA- Enterobacter sp.* CN=Controle negativo. CB= Contaminagao
bacteriana. As setas vermelhas indicam possiveis coloniza¢des de bactérias nas superficies das estruturas
das larvas.

Discusséo
A necessidade de novos métodos para o controle populacional de Ae. aegypti é crucial,

principalmente considerando que os inseticidas quimicos podem levar a selecdo de mosquitos
resistentes, contaminar o0 meio ambiente e causar efeitos adversos em organismos ndo- alvo
(Amelia-Yap et al., 2018). Neste estudo, a fracdo dos componentes celulares (pellets) na
concentracdo de 0,5 mg/mL das linhagens P18NA-Enterobacter sp. e L65ISP2-Bacillus sp.
causou 100% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti nas primeiras 24 horas. Em relacdo a fracao
do sobrenadante, somente a linhagem P18NA-Enterobacter sp. causou 100% de mortalidade das
larvas em até 72 horas, nas concentra¢des de 1000 e 500 mL.

O mecanismo de a¢do das bactérias contra larvas de Ae. aegypti pode ocorrer por meio de
varios mecanismos. Um deles pode ser durante a esporulacdo, no qual as bactérias produzem
endotoxinas que sdo armazenadas nas inclusbes parasporais (pellets) e produzem metabolitos
secundarios (sobrenadante) que s&o liberados das células para 0 meio de cultivo (Dahmana et al.,
2020; Katak et al., 2021; Falqueto et al., 2021). Conhecer parametros como a composi¢do do meio

de cultivo, temperatura, pH, entre outros, que interferem na expressdo de genes e na sintese de



biomoléculas no metabolismo bacteriano, é fundamental para identificar novas bactérias com
atividade larvicida (Costa & Badino, 2012; Carboué et al., 2020; Jiang et al., 2020).

O potencial da atividade larvicida entre as fragdes sobrenadante e pellet de culturas das
linhagens de Bacillus e Enterobacter, observado neste estudo, destaca a necessidade de
identificacéo e caracterizacdo dos componentes responsaveis pelos mecanismos de acdo. Falqueto
et al. (2021) demonstraram que 0s sobrenadantes secretados de cultivos de linhagens de B.
safensis, B. paranthracis e B. velezensis, assim como extratos metabdlicos e moléculas de
lipopeptideos, sdo tdxicos para Ae. aegypti. O sequenciamento completo do genoma e a analise
por espectrometria de massa dessas bactérias isoladas demonstraram gue esses microrganismos
sintetizam bacteriocina, beta-lactona e terpenos potencialmente toxicos para larvas de mosquitos.
Além disso, os metabolitos secretados por bactérias podem inibir o funcionamento da enzima
acetilcolinesterase em mosquitos, ocasionando a morte do organismo (Abu-Hussien et al., 2024).

O mecanismo de acdo larvicida das fracdes de pellet pode ter sido ocasionado pela
toxicidade das células bacterianas apOs serem ingeridas pelas larvas. Bactérias como B.
thuringiensis, durante a esporulacdo, produzem uma proteina cristalina (delta-endotoxina) com
capacidade de induzir a lise das células intestinais quando ingerida por insetos suscetiveis
(Nielsen-Leroux et al., 2012).

As analises por microscopia revelaram o potencial de colonizacdo das bactérias nas
superficies das larvas, enfatizando a ocorréncia de interacdes antagbnicas que podem ter
ocasionado a mortalidade das larvas. Este fato evidencia uma interagdo de microparasitismo, uma
vez que as bactérias podem formar biofilmes para auxiliar nesse processo. Além disso, tambem
ha implicacdes ecoldgicas, como a exclusdo de outros microrganismos do nicho ou 0 aumento da
producdo de biomoléculas (Stein, 2005).

Devido a diversidade bacteriana durante o ciclo bioldgico de Ae. aegypti, algumas
bactérias podem mudar seus comportamentos de simbidticos para antagdnicos. Bactérias dos
géneros Chromobacterium, Serratia, Stenotrophomonas e Enterobacter, isoladas da microbiota de
mosquitos, apresentaram patogenicidade larvicida no proprio hospedeiro (Short et al., 2018;
Caragata et al., 2020; Oliveira et al., 2024). Microrganismos associados aos mosquitos
desempenham fun¢Ges na regulacdo de mecanismos imunologicos do hospedeiro e na secregdo de
metabolitos. Essas interacfes podem ser benéficas ou prejudiciais ao proprio hospedeiro. Estudos
sobre os mecanismos de respostas imunoldgicas dos mosquitos podem fornecer novas ideias para
0 controle da densidade dos mosquitos e para o desenvolvimento de estratégias de controle de

doencas transmitidas.



Concluséo

A compreensdo dos mecanismos de interacdo entre bactérias e insetos é fundamental para
o0 desenvolvimento de novos bioinseticidas para o controle vetorial. Neste estudo, principios ativos
derivados do metabolismo secundério das bactérias podem ter contribuido para a mortalidade das
larvas de Ae. aegypti. No entanto, os componentes celulares das linhagens demonstraram ser 0s
mais eficientes no controle dessas larvas. As analises de microscopia mostraram o potencial de
colonizacao das bactérias nas superficies externas das larvas, evidenciando um grande potencial
de microparasitismo. A caracterizacdo dos principais metabdlitos produzidos pelas bactérias ativas
é essencial para o desenvolvimento de novos principios ativos voltados para o controle de
mosquitos. Esse trabalho pode contribuir para a implementacdo de novas estratégias de controle

vetorial que sejam mais eficazes e sustentaveis.
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CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo obter e caracterizar bactérias presentes em diferentes fases
do ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti, visando conhecer sua diversidade e avaliar seu potencial
larvicida. Foram isoladas 424 bactérias, todas positivas para o teste de catalase. Ao avaliar seu
potencial larvicida, nove linhagens apresentaram atividade comparavel a linhagem padrao
BtiAMG65-52. Entre as bactérias com atividade larvicida, duas eram do género Bacillus, cinco eram
Enterobacter e duas eram Stenotrophomonas.

Quatrocentas e quinze bactérias foram analisadas quanto a diversidade bacteriana, sendo
300 Gram negativas e 115 Gram positivas, observando-se 10 morfotipos diferentes. As bactérias
foram agrupadas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, e a identificagdo molecular de
um representante de cada grupo foi realizada por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Os
géneros bacterianos identificados foram: Acinetobacter, Delftia, Enterobacter, Leclercia,
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Paenibacillus, Bacillus e Sphingobacterium.

Além disso, foram realizados testes para avaliar a toxicidade das fracfes do sobrenadante
e do pellet dos cultivos de nove bactérias. A fracdo dos componentes celulares (pellets) e do
sobrenadante secretado da linhagem P18NA-Enterobacter sp. causou 100% de mortalidade nas
larvas de Ae. aegypti no intervalo de 24 horas. O mesmo perfil de mortalidade foi observado para
a linhagem padrdo BtiAM65-52, tanto para o sobrenadante secretado quanto para o pellet. A
linhagem L65-Bacillus sp. apresentou 100% de mortalidade para as larvas de Ae. aegypti quando
expostas ao pellet e 98% de mortalidade quando as larvas foram expostas até 72 horas no
sobrenadante secretado.

Os resultados obtidos indicam a presenca de uma grande diversidade de bactérias
associadas ao mosquito Ae. aegypti, incluindo linhagens com potencial larvicida e toxicidade
comparavel a linhagem padrdo BtiAMG65-52. Esses achados podem contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle de mosquitos transmissores de doengas,
baseadas na utilizacdo de bactérias benéficas.

No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar a eficacia dessas bactérias em
condi¢des de campo, bem como para avaliar sua seguranca e possiveis efeitos adversos sobre
outras espécies animais e 0 meio ambiente. Além disso, é importante investigar a interagcdo dessas
bactérias com outros microrganismos presentes no ambiente, a fim de compreender melhor a
dindmica das comunidades microbianas associadas aos mosquitos e seus potenciais efeitos na

transmisséo de doencas.
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