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Bactérias isoladas de culicideos (Diptera: Nematocera)
hematéfagos em Belém, Pard, Brasil

Isolated bacteria from hematophagous Culicidae (Diptera: Nematocera) in Belém, Pard State, Brazil
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RESUMO

As bactérias estdo abundantemente distribuidas na natureza, participam da microbiota humana e animal, e algumas
causam doencas. Tém a sua distribuico ampliada quando séo veiculadas por algum vetor. Os dipteros da familia
Culicidae sao vetores em epidemias de grande interesse para a satde pUblica; no entanto, a associacéo entre bactérias e
culicideos foi pouco abordada. Para avancar conhecimento sobre esta temdtica, foi proposto isolar e identificar bactérias
que estdo sendo transportadas em culicideos hematéfagos em Belém, Pard. As coletas dos culicideos foram realizadas
com armadilha luminosa do tipo CDC, em oito pontos de coleta da drea metropolitana de Belém, que apresentam
caracteristicas ambientais distintas. Foram coletados 296 exemplares de culicideos, sendo que nove foram identificados
até o nivel de espécie e quatro até o subgénero. Destas amostras foi possivel identificar 17 espécies de bactérias, outras
sete somente foram identificadas até o género. Culex quinquefasciatus e Anopholes aquasalis foram os mais abundantes
entre os culicideos. As espécies de bactérias Gemella haemolysans e Enferobacter cloacae foram as mais abundantes nas
amostras. Os pontos de coleta localizados nos bairros da Terra Firme e Curié Utinga foram os que apresentaram maior
diversidade de espécies de culicideos.

Palavras-chave: Bactérias; Culicidae; Transporte Biolégico; Ecossistema Amazénico.

INTRODUCAO distribuidas por aproximadamente 40 géneros, sendo a
drea neotropical a que detém o maior nivel de endemismo,
uma vez que 27% desses grupos sdo restritos a essa regido
biogeogrédfica. A fauna de culicideos da Amazénia é
pouco conhecida, o Gltimo trabalho sobre a distribuicéo
dos mosquitos, abrangendo toda a Regido Amazénica foi
realizado em 19617 e reuniu 218 espécies, com 152 no

751 . .
. Os mosquitos constituem um grupo

A ordem Diptera, que inclui as moscas e mosquitos,
possui cerca de 150 mil espécies, e é a quarta maior da
classe Insecta. Seus membros ocupam vdrios nichos em
diferentes habitats aéreos, aqudticos e terrestres. A ordem
Diptera possui diversas familias de importéncia médica
incluidas na subordem Nematocera (Culicidae,
Ceratopogonidae, Simuliidae e Psychodidae). No Brasil
estdo descritas aproximadamente 20 mil espécies de

Estado do Paré
grande, contendo muitos géneros e espécies, mas do
ponto de vista humano, os géneros mais importantes sdo

dipteros em cerca de 100 familias que foram indicadas no
Catalogue of the Neotropical Region® e, ainda ndo
completado. A fauna de dipteros no Brasil ainda é pouco
conhecida e acredita-se que é cerca de duas a trés vezes
maior da que estd registrado’.

Reconhece-se mundialmente a existéncia de cerca de
3.600 espécies na familia Culicidae. Acham-se

* Parte da dissertagdo ao curso de "Mestrado em Salde, Sociedade e
Endemias da Amazénia", Universidade Federal do Pard, Brasil.
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Anopheles, Aedes e Culex.

H& poucos trabalhos publicados no mundo sobre a
relac@o entre bactérias e dipteros, e menos ainda sobre
bactérias e culicideos. Somente nos Ultimos dez anos
pesquisas sobre essa relacdo comecaram a aparecer e a
ganhar importéncia no meio cientifico. Bactérias tém sido
identificadas no trato digestivo de vérias espécies de insetos,
constituindo a microbiota intestinal®®. Estudos realizados
com mosquitos criados em insetérios no México™ e no
Brasil”* evidenciaram a prevaléncia de bactérias Gram-
negativas em seus infestinos. Algumas bactérias estdo
sendo utilizadas como controle biolégico de insetos adultos
e larvas em plantacées'™****, outras estdo sendo testadas
como alternativa no controle de populacées de mosquitos
que causam epidemias™*'**. Algumas outras pesquisas
estdo avaliando a associacdo entre as bactérias com
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vetores mecénicos, com possibilidade de transmisséo por
diversos insetos” """ Em estudo realizado em 20077,
foram isoladas de tabanideos mais de 20 espécies de
bactérias, sobretudo aquelas pertencentes aos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e Serratia.

~ . . . 43,30,14,3
Populacdes de mosquitos que causam epidemias .

Algumas outras pesquisas estdo avaliando a associag@o
entre as bactérias com vetores mecdnicos, com
R . - . . 31,41,11,37,44
possibilidade de transmissé@o por diversos insetos .
. 31 .
Em estudo realizado em 20077, foram isoladas de
tabanideos mais de 20 espécies de bactérias, sobretudo
aquelas pertencentes aos géneros Staphylococcus,
Streptococcus e Serratia.

O processo de organizacdo das cidades contribui com
a distribuicdo das espécies de dipteros. Ambientes mais
habitados selecionam as espécies com o maior poder de
adaptagéo a estes locais, enquanto que nos lugares onde
h& maior arborizacdo e menor influéncia humana,
selecionard outras espécies de dipteros. E assim, os
dipteros s@o separados em nichos dentro de uma mesma
cidade. Os agentes que esses dipteros transportam
também s@o muito variados e se tratando de bactérias,
pouco se pode afirmar sobre o seu papel nesta
problemdtica. H& poucas linhas de pesquisas sobre esta
temdtica no Brasil e hé necessidade de serem criadas outras,
para o avanco do conhecimento. O objetivo principal é
avaliar a diversidade entomolégica e bacteriolégica
associada a dreas urbanas distintas na Cidade de Belém.

METODOLOGIA
AREA DE ESTUDO

Na Cidade de Belém foram selecionados sete pontos
de coleta, com caracteristicas distintas em termos de
urbanizacdo. Outro ponto foi selecionado em uma drea
préxima as margens do estudrio do rio Pard, localizada no
Distrito Administrativo de Outeiro, em Belém.

Centro de Belém

Area do centro urbano de Belém, caracterizado por
possuir muitas casas e edificios, poucas dreas de solo
descoberto, muitas dreas cimentadas e asfaltadas,
vegetacdo restrita aos quintais e ornamentacédo floristica
da cidade. Os pontos de coleta selecionados localizam-se
nos bairros da Cremacéo e Nazaré.

Pericentro de Belém

Area de Belém caracterizada por muitas casas e poucos
edificios, com dreas de solo descoberto, com pouco
cimento e asfalto. Mais vegetacdo nos quintais e menos
vegetacdo ornamental. Os pontos de coleta selecionados
localizam-se nos bairros do Curié-Utinga e Jurunas.

Periferia de Belém

Area com poucas casas e sem edificios, casas afastadas
por ferrenos vazios. Solo sem cimento e asfalto, muita
vegetacdo nos terrenos desabitados e nos quintais, trecho
de florestas ainda encontrados. Os pontos de coleta
selecionados localizam-se nos bairros do Tapana, Terra
Firme e lcoaraci.
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Areas de Estudrio

As vdrzeas do estudrio do rio Pard constituem um
ecossistema distinto, com caracteristicas bidticas e
abidticas préprias. As espécies de insetos hematéfagos e
suas relagdes com as bactérias também devem apresentar
aspectos especiais com este ecossistema. Foram
realizadas coletas no estudrio do rio Pard em Ovuteiro.

COLETA DE CULICIDEOS

Os insetos foram coletados no periodo de maio de
2007 a abril de 2008, sempre das 17 h até as 22 h ou até
as 6 h do outro dia. As coletas foram realizadas com
técnica apropriada para minimizar a contaminacéo das
armadilhas e dos recipientes para a coleta dos culicideos.

Foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo CDC",
que s@o usualmente utilizadas para amostragens de insetos
hematéfagos (principalmente culicideos, flebotomineos e
ceratopogonideos). Atraem os insetos a uma pequena
fonte de luz de tungsténio. Quando estes pequenos insetos
se aproximam da luz, sGo sugados para o interior da
armadilha por um pequeno ventilador que funciona
acionado por uma corrente de 12 V. Os insetos coletados
por este método permanecem vivos até que sejam retirados.

IDENTIFICACAO DOS CULICIDEOS

Os culicideos, imediatamente depois de coletados
foram levados ao Departamento de Arbovirologia do
Instituto Evandro Chagas (IEC), Belém, Paré e, com a
participacdo de especialistas, foram identificados
utilizando-se chaves de identificacdo de trés artigos
cléssicos em taxonomia de Culicidae: Foranttini”,
Gorham et al”' e Faran e Finthicum"”.

IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

Apés a identificacdo dos mosquitos, estes foram
submetidos imediatamente aos tratamentos para a
pesquisa de bactérias.

De acordo com o ndmero coletado de exemplares de
mosquitos de cada espécie, foram separados em grupos
(pools). Foram estudados um total de 41 pools com trés
exemplares e seis pools com dois exemplares, totalizando
129 culicideos. Houve a necessidade de utilizar, em
alguns casos, pools com dois exemplares por causa da
insuficiéncia de exemplares coletados de uma
determinada espécie.

Para a formacdéo dos pools os mosquitos foram
separados assepticamente (préximo ao bico de Bunsen)
utilizando-se cabine de seguranca biolégica. Em
nenhuma etapa da pesquisa houve manipulacao direta
com os exemplares de culicideos, j@ que os mesmos
estavam acondicionados individualmente em tubos de
ensaio, o que facilitou a sua identificacéo e diminuiu as
fontes de contaminacéo.

Apés a definicdo e identificacdo dos grupos, foram
triturados com solucéo fisiolégica estéril. Em seguida se
retirou uma aliquota que foi inoculada em dois meios de
cultura, o Tryptic Soy Broth (TSB) e o Tioglicolato de sédio,
por24h a 37°C.
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Uma aliquota do material contido nos tubos de TSB e
Tioglicolato onde foi verificado crescimento (turvacéo) foi
semeada nos seguintes meios de cultura: dgar sangue,
4gar sangue em 5 a 10% de CO,, dgar Chapman e dgar
MacConkey, e posteriorincubacéo a 37° C por 24 h.

As colbnias crescidas em dgar sangue e dgar Chapman
foram submetidas a bacterioscopia pelo método de Gram
e posterior identificacdo dos cocos e bacilos Gram

.. 28 A . A . 7
positivos™. Trés a cinco colénias do dgar MacConkey
foram semeadas no meio de triagem TSI (triplice actcar e
ferro) e posterior identificacdo bioquimica dos bacilos

. s 15,25
negativos pelo método de Gram ™.

Para a caracterizacéo bioquimica foi utilizado também
o sistema ID 32 E, APl 20 E, APl 50 CH, API Staph, API
Corine e API 20 Strep, através do aparelho Mini APl da Bio
— Mérieux, Franca. O controle de qualidade dos kits para
as determinacdes bioquimicas foi realizado, utilizando as
seguintes amostras padrées: E. coli ATCC-25922, P.
aeruginosa ATCC-27853 e S. Aureus ATCC-25923.

RESULTADOS

Foi coletado um total de 296 culicideos hematéfagos
durante todo o periodo da pesquisa, mas nem todos os
exemplares foram utilizados para o estudo bacteriolégico,
somente 129, que foram divididos em 41(pools) de trés
exemplares da mesma espécie e trés pools contendo dois
exemplares. A maioria dos culicideos coletados foi
identificada em nivel de espécie: Culex (Culex) coronator,
Anopheles  (Nyssorhynchus) triannulatus, Coquillettidia
(Rhynchotaenia) venezuelensis, Mansonia (Mansonia)
titillans, Culex (Culex) quinquefasciatus, Mansonia
(Mansonia) titillans, Aedes (Stegomyia) aegypti, Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis e Psorophora (Janthinosoma)
ferox. Outros, no entanto, foram identificados somente em
nivel de género: Culex (Culex) spp., Phoniomyia spp. e
Culex (Melanoconion) spp.

De todos os culicideos coletados somente Psorophora
(Janthinosoma) ferox e Phoniomyia spp. ndo apresentaram
crescimento de bactérias nos meios selecionados para a
identificacGo. Exemplares de Anopheles (Nyssorhynchus)
aquasalis foram coletados no ponto de coleta do Outeiro e
no ponto de Nozaré, no entanto, somente houve
crescimento bacteriano nos exemplares do ponto de coleta
de Nazaré.

A espécie C. quinquefasciatus foi a mais coletada (85
exemplares), o que representou 28,7% do total de
culicideos capturados (Figura 1). Foram coletados 42
exemplares de A. aquasalis e 40 exemplares de A. aegypti,
o que representou 14,1% e 13,5% do total de mosquitos,
respectivamente. O ponto de coleta da Terra Firme
apresentou a maior quantidade de espécies de culicideos;
foi possivel a identificacdo até o nivel de espécie de
Coquillettidia  venezuelensis, Ochlerotatus serratus e
Psorophora ferox. Foram identificadas até o subgénero
Culex (Culex) spp. e Trichoprosopon (Trichoprosopon) spp.,
e até o género Phoniomyia spp. O ponto de coleta do
Curié-Utinga também apresentou grande quantidade de
culicideos, foram identificadas quatro até o nivel de
espécie e um até o subgénero. No bairro da Cremacéo, foi
coletada somente a espécie Culex quinquefasciatus.

Culex quinquefasciatus
Anopheles aquasalis
Aedes aegypti
Anopheles triannulatus
Culex (Culex) spp.

= Coquillettidia venezuelensis
Mansonia titilans

Culex (Melanoconion) spp.

ies de culicideos

Culex coronator

Espéc

Trichoprosopon spp.
Ochlerotatus serratus

Phoniomyia spp.
Psophora ferox | 2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NUmero de exemplares coletados

Figura 1 - Espécies de Culicideos com respectivos numeros
de exemplares coletados

Nos culicideos coletados foram identificadas 17
espécies de bactérias e outras sete que foram identificadas
somente em nivel de género. Dentre as bactérias
identificadas houve um predominio das espécies Gemella
haemolysans, Enterobacter cloacae e Enterococcus
faecalis (Figura 2), o que representou 14,5%, 12,3% e
8,9% do total de bactérias identificadas, respectivamente.
O género Staphylococcus (negativo para teste da
coagulase) foi identificado em 10% das amostras
analisadas. A figura 3 ilustra o nimero de espécies de
bactérias em cada ponto de coleta dos culicideos. Culex
quinquefasciatus, Coquillettidia venezuelensis e A. aegypti
foram os culicideos trés que apresentaram o maior nimero
de espécies de bactérias. N&o houve crescimento
bacteriano nos meios de cultura com exemplares de
Psorophora ferox e Phoniomyia spp.

Gemella haemolysans
Enterobcter cloacae
Staphylococcus sp.
Enterococcus faecalis
Bacillus sp.

Bacillus cereus

Patoea sp.

Gemella morbillorum
Enterobacter amnigenus
Streptococcus mitis
Pseudomonas aeruginosa
Providencia rettgeri
Cellulomonas sp.
Brevibacterium sp.
Streptococcus pyogenes
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Klebsiella oxytoca

Espécies de bactérias

Cedecea neteri
Pseudomonas sp.
Streptococcus sp.

Providencia rustigianii
Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae

0 5 10 15 20 25 30

NUmero de bactérias

Figura 2 - Numero de ocorréncias das espécies de bactérias nas
amostras
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Tabela 1 -Frequéncia das bactérias identificadas nos culicideos coletados nos pontos de coleta da Cidade de Belém

Espécies de bactérias

Espécies de culicideos

Ponto de coleta

f (%) de bactérias

Bacillus cereus

Bacillus sp.

Cedecea neteri

Cellulomonas sp.

Enterobacter amnigenus

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis

Gemella haemolysans

Gemella morbillorum

Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae

Morganella morganii

Pantoea sp.

Proteus mirabilis

Providencia rettgeri

Providencia rustigianii

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp.

Staphylococcus sp.

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus mitis
Streptococcus pyogenes

Streptococcus sp.

Culex (Culex) spp.
Culex (Culex) coronator Dyar e Knab
Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus s.I. (Neiva e Pinto)

Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus s.|. (Neiva e Pinto)
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)

Mansonia (Mansonia) titillans (Walker)
Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Culex (Culex) spp.
Culex (Culex) coronator Dyar e Knab

Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Culex (Melanoconion) spp.

Mansonia (Mansonia) titillans (Walker)

Culex (Culex) coronator Dyar e Knab
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)
Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Culex (Melanoconion) spp.

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)
Ochlerotatus (Ochlerotatus) serratus (Theobald)
Trichoprosopon (Trichoprosopon) spp.
Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis Curry
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Culex (Culex) spp.
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)

Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Ochlerotatus (Ochlerotatus) serratus (Theobald)
Culex (Culex) coronator Dyar e Knab

Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)
Trichoprosopon (Trichoprosopon) spp.

Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus)
Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Trichoprosopon (Trichoprosopon) spp.
Culex (Culex) spp.
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)

Ochlerotatus (Ochlerotatus) serratus (Theobald)
Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus s.I. (Neiva e Pinto)

Culex (Culex) spp.

Ochlerotatus (Ochlerotatus) serratus (Theobald)
Ochlerotatus (Ochlerotatus) serratus (Theobald)
Coquillettidia (Rhynchotaenia) venezuelensis (Theobald)

Culex (Culex) quinquefasciatus Say

Curié-Utinga

Nazaré
Curié-Utinga

Curié-Utinga
Cremacéo

Curié-Utinga
Cremacao
lcoaraci
Nazaré
Curié-Utinga
Terra-Firme
Cremacao
Nazaré
lcoaraci
Cremacdo
Jurunas

Terra-Firme

Nazaré
Jurunas

Terra-Firme

Curié-Utinga
Tapana

Terra-Firme
Curié-Utinga

Terra-Firme

Cremacao
QOuteiro

Tapana

Cremacao
Jurunas

Tapana

Tapana

Terra-Firme
Terra-Firme
Curié-Utinga
Nazaré

Curié-Utinga
Terra-Firme

Terra-Firme
Terra-Firme

Quteiro

5,59

2,79
4,47

1,25
0,56

2,79
0,56
1,67
1,67

2,23

7,82

5,02
1,67

3,91

3,35
2,23

0,56
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A tabela 1 apresenta os resultados obtidos
relacionando as bactérias isoladas com as espécies de
culicideos. Mostra também a frequéncia das bactérias em
cada espécie de culicideo nos pontos onde foram
coletados. Observou-se que E. cloacae foi encontrada em
seis espécies (no minimo) de Culicidae; G. haemolysans e
Staphylococcus sp. foram encontradas em quatro espécies
(no minimo); B. cereus e Phatoes sp. em trés espécies; as
demais espécies de bactérias foram encontradas em duas
ou somente uma espécie de Culicidae. E. cloacae também
foi a espécie de bactéria que ocorreu em maior nimero de
pontos de coleta (cinco bairros); G. haemolysans,
Phantoea sp. e Staphylococcus sp. ocorreram em trés
bairros; e as demais em dois ou somente um bairro.
Observou-se ainda que algumas espécies de bactérias
apresentaram uma elevada frequéncia em determinada
espécie de culicideo: G. haemolysans em C. (C))
quinquefasciatus (7,82% do total de cepas isoladas e
identificadas); Staphylococcus sp. e, Culex (Culex) spp.
6,7%; E. faecalis em C. (C.) quinquefasciatus (6,14%); B.
Cereus em Culex (Culex) spp. (5,59%); G. haemolysans
emA. (N.) aquasalis (5,02%); Bacillus sp. em Coquillettidia
(R.) venezuelensis (4,47%); as demais apresentaram taxas
abaixo de 4%.

Na figura 3 ilustra-se o nimero de espécies de
bactérias em cada ponto de coleta dos culicideos. Os
pontos de coleta do Curié-Utinga e da Terra-Firme
apresentaram um maior ndmero de espécies de bactérias.
As mais frequentes nesses pontos foram, respectivamente:
Bacillus cereus (5,59% do total de cepas identificadas) e
Gemella haemolysans (7,82% do total de cepas
identificadas). Por outro lado, os pontos de coleta do
Ovuteiro e de lcoaraci apresentaram apenas duas espécies
de bactérias, com predominio de Pantoea sp. (2,23% do
total de cepas identificadas) em Outeiro e de Enterobacter
cloacae (1,67% do total de cepas identificadas) em
lcoaraci.

Terra-Firme
Curié-Utinga
Cremacéo
Nazaré
Tapana
Jurunas

Quteiro

Locais de coletas dos culicideos

lcoaraci

2 4 6 8 10

NUmero de espécies de bactérias

Figura 3 — NUmero de espécies de bactérias identificadas nos
culicideos em cada ponto de coleta

A figura 4 ilustra o nUmero de espécies de bactérias
encontradas em cada espécie de culicideo. Culex
quinquefasciatus, Coquillettidia venezuelensis e A. aegypti
foram os culicideos que apresentaram o maior nGmero de
espécies de bactérias. Nao houve crescimento bacteriano
nos meios de cultura com exemplares de Psorophora ferox
e Phoniomyia spp.

Coquillettidia venezuelensis
Aedes aegypti

Culex (Culex) spp.
Ochlerotatus serratus
Culex coronator

Anopbheles triannulatus
Mansonia titilans

Trichoprosopon spp.

Espécies de culicideos

Culex (Melanoconion) spp.
Anopheles aquasalis
Phoniomyia spp.

Psophora ferox

NUmero de bactérias nas amostras

Figura 4 — NUmero de espécies de bactérias nas espécies de
culicideos

DISCUSSAO

Os culicideos estdo amplamente associados as
atividades antrépicas, que disponibilizam sitios de
oviposicdo artificiais e permitem a manutencdo de suas
populagdes. Os centros urbanos configuram-se como
favorecedores da dispersdo e aumento da densidade dos
mosquitos, |d que o espaco social organizado influencia a
interacdo entre o vetor, o agente infeccioso e o homem.
Dentre as espécies de culicideos coletados, C.
quinquefasciatus e A. aegypti foram as espécies que
apresentam maior poder de domicializacéo.

C. quinquefasciatus foi coletado em cinco dos oito
pontos de coletas definidos, confirmando que é uma
espécie que apresenta grande poder de dispersdo. Em um
estudo realizado em 1991%, fémeas inicialmente
marcadas, foram posteriormente recapturadas a 1 km do
ponto de soltura. Este fator é essencial para qualificar o
potencial de dispersdo desta espécie. O que pode ser
confirmado pelas bactérias identificadas nas  suas
amostras, pois a espécie Enterobacter amnigenus foi
isolada de amostras de bairros distantes como Cremacao
e lcoaraci; Pantoea sp. foram isoladas de amostras da
Cremacéo e Outeiro. Sado pontos distantes e com
caracterfsticas ambientais distintas, mas que apresentam
os mesmos vetores e microbiota bacteriana.

Dentre os culicideos, a espécie C. quinquefasciatus foi
a mais abundante (85 exemplares), apresentou oito
diferentes amostras de bactérias, sendo que a mais
comum foi a espécie Enterococcus faecalis (13
ocorréncias). As fémeas adultas dessa espécie possuem
tendéncia & alimentacdo com sangue humano'’,
permitindo o seu desenvolvimento em ambiente
urbanizado. Além de ser provocadora de incémodo para

. . ;s . . 48
as comunidades que vivem préximas aos seus criadouros ..

C. quinquefasciatus é vetor de vdrios agentes patogénicos
ao homem'”, o que o caracteriza como sendo de elevada
importancia em satde publica, justificando o seu controle
em dreas de infestaco.

Rev Pan-dmaz Saude 2010; 1(1):131-142

135



136

Alves WCL, et al. Bactérias isoladas de culicideos

A. aquasalis é um mosquito ora encarado como
antropofilico, ora como zoofilico ou eclético. E um
importante vetor litordneo da maldria em diversas
localidades do Brasil e Américas, vem apresentando
comportamento alimentar bastante varidvel®.  Foram
coletados 42 exemplares durante duas coletas no bairro de
Noazaré. Somente foi encontrada a bactéria Gemella
haemolysans nas suas amostras.

A espécie A. aegypti foi a terceira mais coletada (40
exemplares) durante o periodo do estudo. Foi encontrada
nos bairros do Jurunas, Tapana e no Distrito Administrativo
de Icoaraci. Apresentou em suas amostras seis diferentes
espécies de bactérias, entre elas, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa. O mosquito Aedes aegypti é
hoje provavelmente o mais grave problema de satde no
Brasil, dada sua ocorréncia em todos os Estados do Pafs e o
fato de que ele fransmite os virus causadores de trés
doencas humanas graves: a dengue, a dengue
hemorrégica e afebre amarela®.

Coquillettidia venezuelensis foi coletada nos bairros
de Curié-Utinga e Terra-Firme, apresentou grande
variedade de amostras bacterianas (oito no total), mas
tem seu potencial de transmissGo desses agentes
diminuido, por causa do seu habitat, que requer dreas
florestadas. Segundo guimardes™, trabalhando em
dreas da Serra do Mar do Estado de Sdo Paulo,
observaram que as espécies de Coquillettidia necessitam
de alguns fatores para seu ciclo de vida, como a
presenca de plantas aqudticas para seu desenvolvimento
e indice de precipitacdo pluviométrico elevado. O
trabalho de Guimardes™ confirma os resultados deste
estudo, pois os bairros onde Coquillettidia foi coletada
apresentam as caracteristicas ideais para o seu ciclo de
vida. Apesar de possuirem uma grande variedade de
bactérias, estas sé podem causar problemas as
populacdes que vivem sob as condicées ideais para o
desenvolvimento do mosquito.

Entre as bactérias, a Gemella haemolysans foi a
mais frequente com 14,51% do total de cepas
identificadas. Esteve presente nas amostras de A.
aegypti, A. aquasalis, Trichoproson spp. e O. serratus.
Essa bactéria pode ser encontrada normalmente na
cavidade oral provocando gengivites ou
oportfunamente causando meningites, bronquites e
pneumonia®'®. As bactérias do género Gemella foram o
principal achado de moreira®, quando as isolaram de
formigas em hospitaisdo Rio de Janeiro.

A espécie Enterobacter cloacae ocorreu 22 vezes em
seis amostras de culicideos, o que representou 12,28% do
total de cepas identificadas. Somente na amostra do ponto
de coleta do bairro do Jurunas a bactéria ndo foi
encontrada. Normalmente encontra-se distribuida na dgua,
esgoto, solo, vegetais e faz parte da microbiota entérica
comensal. Acredita-se que nédo causa diarreia e fambém
estd associada a uma variedade de infeccdes oportunistas
que afetam as vias urindrias, o trato respiratério, as feridas
cutdneas e septicemia®. Essa espécie também foi
encontrada em estudo desenvolvido com baratas em
Goiania™. Gouveia et al”” encontraram uma prevaléncia
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significativa de E. cloacae em populacées distintas de
Lutzomyia corroborand o com o encontrado no estudo
presente com Culicidae.

As bactérias do género Staphylococcus coagulase
negativa encontram-se amplamente distribuidas no meio
ambiente e fazem parte da microbiota nasal, mas
também podem ser encontradas na cavidade bucal®.
Todas as amostras de estafilococos dos culicideos
apresentaram teste negativo para coagulase, excluindo
a possibilidade de Staphylococcus aureus, que é uma das
espécies mais importantes do género, por estar
envolvida em diversas patologias que véo desde
infeccdo alimentar®™ até septicemias'®. Os resultados de
um estudo recente desenvolvido por Costa'' revelaram
que as bactérias do género Staphylococcus, negativas ao
teste da coagulase, foram o principal achado da
pesquisa bacteriolégica em formigas provenientes de
hospitais de Minas Gerais, evidenciando a sua
capacidade de serem transportadas por vetores
mecdanicos.

Enterococcus faecalis foi isolada de C. quinquefasciatus
dos pontos de coleta da Cremacéo e Jurunas, e também
de A. aegypti do ponto de coleta do Jurunas. Representou
8,93% do total de colénias de bactérias isoladas, sendo
mais frequente nas amostras de C. quinquefasciatus do
ponto de coleta da Cremacéo (6,14%). Os enterococos
sGo cocos Gram-positivos que geralmente se dispdem aos
pares e em cadeias curtas, podem ser encontrados no solo,
em alimentos, na dgua, em animais, pdssaros e insetos. O
principal reservatério humano dos enterococos é o trato
gastrointestinal, porém ele pode ser encontrado, com
menos frequéncia, em cavidade oral, vesicula biliar, vagina
e uretra masculina®. Nos Ultimos anos, vérios estudos
foram realizados porque os enterococos tornaram-se
importantes agentes de doencas humanas devido
principalmente o sua resisténcia a agentes
antimicrobianos™.

O Bacillus cereus e Bacillus sp. representaram,
respectivamente, 5,59% e 7,26% do total de cepas de
bactérias identificadas. B. cereus foi isolado de C.
coronator, C. (Culex) spp. e de A. triannulatus capturados
no ponto de coleta do Curié-Utinga. Enquanto que
Bacillus sp. foi isolado de A. triannulatus do ponto de
coleta de Nazaré e de C. venezuelensis do ponto de coleta
do Curié-Utinga. O B. cereus é uma bactéria Gram-
positiva, tem o solo como seu reservatério natural.
Entretanto, devido & resisténcia de seus esporos, esta
bactéria pode ser isolada de uma grande variedade de
pontos, estando amplamente distribuida na natureza. De
acordo com Mendes et al*® a sua principal implicacéo esté
na contaminagdo alimentar, podendo provocar
deteriorizacdo dos alimentos em estoque e diarreia
quando estes sdo consumidos®. Ja o Bacillus sp. estéd mais
associado a contaminacdo de leite. De acordo com
Vittoril et al”, nem mesmo os processos térmicos de
beneficiamento do leite sdo capazes de destruir tais
bactérias.

Pantoea sp. foi isolada de C. venezuelensis, T.
(Trichoprosopon) spp. e C. quinquefasciatus, coletados
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nos pontos de coleta da Terra-Firme, Cremacé@o e Outeiro.
A sua frequéncia foi de 5,02% do total de cepas
identificadas. Pantoea sp. s@o bacilos curtos Gram-
negativos, normalmente sdo isoladas de superficies de
plantas, sementes, do solo e da &gua. Séo patébgenos
oportunistas e por isso podem estar presentes em feridas,
sangue e urina humana™.

Gemella morbillorum foi isolada de C. (Culex) spp. e
de Coquillettidia venezuelensis coletados no ponto de
coleta da Terra-Firme, apresentou uma frequéncia de
3,91% do total de cepas identificadas. Trata-se de uma
bactéria comensal da orofaringe, vias aéreas superiores e
aparelhos urogenital e gastrointestinal, raramente causa
infeccées em humanos. No entanto, um crescente
nUumero de processos infecciosos em diferentes
localizagdes tem sido referido. Abcessos cerebrais
provocados por esta bactéria sGo extremamente raros,
encontrando-se apenas quatro casos previamente
descritos na literatura®.

Pseudomonas aeruginosa foiisolada de A. aegyptie C.
quinquefasciatus do ponto de coleta do Tapana, com uma
frequéncia de 3,35%. Trata-se de uma bactéria Gram-
negativa extremamente versdtil, que pode ser encontrada
em diversos ambientes, principalmente solo e dgua, ou
ainda associada a plantas e animais, podendo causar
infecces oportunistas. Em seres humanos, P. aeruginosa
causa infeccdes em individuos imunocomprometidos,
como pacientes de AIDS e cancer, vitimas de
queimaduras, e portadores de fibrose cistica'. P.
aeruginosa também é comumente encontrada em
infeccoes hospitalares, sendo capaz de se aderir a
diversos materiais, contaminando catéteres, ventiladores,
préteses e lentes de contato. Por causa da alta resisténcia
a antibiéticos e do grande arsenal de fatores de viruléncia
desta bactéria, as infeccdes causadas por ela sdo de
dificil controle”.

Providencia rettgeri e Providencia rustigianii juntas
apresentaram uma frequéncia de 3,91% do total de cepas
identificadas. Foram isoladas, respectivamente, de C.
quinquefasciatus capturados nos pontos de coleta da
Cremacéo e Jurunas, e de A. aegypti que foram coletados
no ponto de coleta do Tapana. O género Providencia
atualmente é composto de cinco espécies: P. alcalifaciens,
P. stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii e P. heimbachae, das
quais as quatro primeiras sdo reconhecidas como
patégenos humanos. Estas espécies sdo comumente
associadas com infeccées do trato urindrio na comunidade
sadia e em pacientes com cateter. Podem causar infeccdes
oportunistas variadas em pacientes hospitalizados, com
queimaduras, lesdes cutGneas, ferimentos cirlrgicos e
septicemia’.

O género Streptococcus compreende muitas espécies
de cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos,
comensais e patogénicos que colonizam a pele e
membranas  mucosas  dos  tratos  respiratério,
genitourindrio e canal alimentar de humanos e outros
mamiferos®. Neste trabalho, foram isolados e
identificados até a categoria de espécie o Streptococcus
mitis e Streptococcus pyogenes, em uma terceira cepa

ndo foi possivel chegar até a espécie. O Streptococcus
mitis foi isolado de Ochlerotatus serratus coletados no
ponto de coleta da Terra-Firme, apresentou uma
frequéncia de 3,35% do total de cepas identificadas.
Trata-se de uma espécie predominante nas membranas
mucosas e lingua do homem¥. O S. pyogenes
apresentou uma frequéncia de 2,23% e foi isolado de C.
venezuelensis capturados no ponto de coleta da Terra-
Firme. Essa espécie é também conhecida como
estreptococo beta-hemolitico do Grupo A (SBGA). E a
principal representante dos estreptococos beta-
hemoliticos, tem mostrado, ao longo do tempo, alto
poder de adaptacdo ao hospedeiro humano, atuando
como importante agente etiolégico de uma série de
manifestacdes clinicas, entre as quais predomina a
orofaringite”, assim como sequelas ndo supurativas,
representadas pela febre reumdtica e a glomerulonefrite.

Stenotrophomonas maltophilia foi isolada em dois
momentos: de Culex spp. coletados no ponto de coleta
do Curié-Utinga e de Ochlerotatus serratus coletados no
ponto de coleta da Terra-Firme. Apresentou uma
frequéncia de 2,24% do total de cepas isoladas e
identificadas. Trata-se de uma bactéria na forma de
bacilo Gram-negativo que pode ser encontrada em uma
grande variedade de ambientes e regides geogréficas,
ocupando nichos ecolégicos distintos e fontes multiplas
de dgua. Outras fontes de isolamento incluem o solo,
detritos, leite cru, peixe congelado, ovos e carcaca de
animais®. No ambiente hospitalar, essa espécie g foi
isolada de dgua de torneira, pias, respiradores, cateteres
de succdo, monitores de pressdo arterial, equipamento
de didlise e ocasionalmente, das maos de profissionais de
savde'”. Atualmente S. maltophilia é considerada um
patbgeno emergente, pois estd ocupando um papel
importante no cendrio das infeccdes hospitalares, sendo
responsdvel por elevada morbiletalidade por causa da
sua resisténcia intrinseca a maioria dos antibidticos
disponiveis'.

Morganella morganii foi isolada de O. serratus e C.
coronator que foram coletados nos pontos de coleta da
Terra-Firme e Curié-Utinga, respectivamente.
Apresentou menos de 2% de frequéncia do total de cepas
isoladas. Trata-se de um bacilo Gram-negativo, que
pode ocorrer naturalmente no solo e fezes de animais e
do homem. Estudos recentes de Kara José et al”,
colocaram M. morganii como um importante
contaminante de solucdes oftdlmicas, podendo provocar
inflamacées oculares.

As espécies de Klebsiella oxytoca e Klebsiella
pneumoniae foram isoladas de C. venezuelensis e A.
aegypti, respectivamente. Ambas tiveram menos de 2% de
frequéncia nos culicideos analisados, mas s@o
importantes por estarem envolvidas em infeccdes graves e
por serem resistentes a vdrios antibidticos. A K.
pneumoniae é um bacilo Gram-negativo da familia
Enterobacteriaceae, podendo ser encontrada em trato
respiratério alto e trato gastrointestinal e urindrio,
causando pneumonia lobar, infeccdo urindria e
septicemia. Vérios foram os estudos que testaram a
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sensibilidade das cepas de K. pneumoniae frente aos
R Yer 36 7

antibidticos. Menezes et al™ constatou que o fdrmaco

Meropenem é uma boa escolha para tratar as infeccoes

provocadas por essa bactéria. J& a K. oxytoca é mais

oportunista, pode agravar casos e provocar bacteremia
7 . ~ . . . 7

apés a realizacéo de procedimentos invasivos'.

Cedecea neteri apresentou menos de 2% do total de
cepas identificadas, foram isoladas de Mansonia titillans
do ponto de coleta do Curi6-Utinga e de Culex
quinquefasciatus do ponto de coleta da Cremacédo. As
enterobactérias do género Cedecea sdo caracterizadas
como bacilos curtos, possuem reacdes bioquimicas
semelhantes as do género Serratia. Descritas em 1981,
possuem importéncia patogénica ainda ndo bem
definida, o género Cedecea abrange as espécies C.
davisae, C. neterie C. lapagei, e dois espécies ainda néo
nomeadas. Em humanos é isolada em cerca de 50% dos
casos de infeccdo no trato respiratério. H&4 poucos
relatos de bacteriemia em humanos causada por C.
neteri, sendo o género Cedecea um agente oportunista

39
raro” .

Proteus mirabilis representou menos de 1% do total de
cepas identificadas, foiisolado de A. aegypti capturados no
ponto de coleta do Tapand. Apesar de ter sido pouco
isolado neste estudo, P. mirabilis ¢ umas das espécies mais
importantes clinicamente, sendo responsdvel por 10% de
infeccdes do trato urindrio ndo-complicadas além de ser o
quinto patégeno responsdvel por infecgdes urindrias
hospitalares. Pode ainda causar infecgdes de ferida e sepse
em pacientes hospitalizados.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam uma relacéo
importante entre culicideos e bactérias, o que possibilita

a manutencdo de um reservatério natural de bactérias
que colonizam o homem e animais, extremamente
diversificado e dinédmico em termos de dispersdo, além
do mais, revelam a importéncia de estudos ecolégicos
e epidemiolégicos envolvendo bactérias e seus vetores.

Nos Gltimos dez anos houve um aumento na
producdo cientifica da temdtica entre insetos e
bactérias. Ostrabalhosrealizados ainda séo pontuais,
mas esses esforcos sdo importantes para avanco do
conhecimento e consolidacdo de uma linha de
pesquisaemergente.

O presente trabalho é o primeiro desenvolvido na
América do Sul que trata do transporte de bactérias em
insetos da familia Culicidae, porisso serve de base para o
aprofundamento das pesquisas sobre as relacées destes
dois grupos de seres vivos de importdncia médica e
veterindria.
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Isolated bacteria from hematophagous Culicidae (Diptera: Nematocera) in Belém, Para

State, Brazil

ABSTRACT

Bacteria are largely distributed in nature, especially when carried by a vector. They comprise large portions of the human
and animal microbiota, and some cause diseases. The diptera of the family Culicidae are directly involved in the vectoring
of epidemics of great interest for public health. However, the association between bacteria and Culicidae has been scarcely
studied. In order to deepen the knowledge on this subject, we isolated and identified bacteria which have been transported
in hematophagous Culicidae in the City of Belém, Pard State. The collection of 296 mosquitoes was carried out using a
CDC light trap in eight collection localities, which presented different environmental characteristics within the metropolitan
area of Belém. Some were identified to the species level (9) and others to the subgenus (4). It was possible to identify 17
species of bacteria; seven bacteria could only be identified up to their genus. Culex quinquefasciatus and Anopheles
aquasalis were the most frequent Culicidae. The most frequent species of bacteria found in the samples were Gemella
haemolysans and Enterobacter cloacae. The collection localities in the Terra-Firme and Curié-Utinga districts presented the
largest diversity of species of Culicidae.

Keywords: Bacteria; Culicidae; Biological Transport; Amazonian Ecosystem.
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Bacterias aisladas de culicidos (Diptera: Nematocera) hematéfagos en Belém, Parq,
Brasil

RESUMEN

Las bacterias son abundantes en la naturaleza, participan de la flora 'y de la fauna animal, y algunas causan enfermedades.
Tienen su distribucién ampliada, cuando son transportadas por un vector. Los Diptera de la familia Culicidae, son vectores
de epidemias de gran interés para la salud publica, sin embrago, la asociacién entre las bacterias y los culicidos ha sido
poco abordada. Para avanzar en el conocimiento sobre este tema, se propuso aislar e identificar las bacterias que son
transportadas por los culicidos hematéfagos en Belém, Pard. La captura de los culicidos se realizé con una trampa de luz
de tipo CDC, en ocho puntos de colecta en el drea metropolitana de Belém, que presentan distintas caracteristicas
ambientales. Fueron recogidas 296 muestras de culicidos, algunos de los cuales fueron identificados a nivel de especie (9)
y ofros para subgénero (4). De estas muestras se identificaron 17 especies de bacterias, otras siete fueron identificadas sélo
a nivel de género. Culex quinquefasciatus y Anopheles aquasalis que fueron los més abundantes entre los culicidos. Las
especies de bacterias Gemella haemolysans y Enterobacter cloacae fueron las més abundantes en las muestras. Los puntos
de colectas se ubicaron en los barrios de Terra-Firme y Curié-Utinga, que fueron los que presentaron la mayor diversidad
de especies de culicidos.

Palavras clave: Bactérias; Culicidae; Transporte Biolégico; Ecosistema Amazénico.
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