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Resumo

O inseto aquatico “water strider” (Limnogonus sp.) € um animal exatico e pouco
estudado. Sua capacidade de caminhar rapidamente sobre a dgua chama a
atencdo e desperta grande curiosidade cientifica e popular. O habitat deste
animal é a 4gua, tanto limpida quanto aparentemente suja. Conhecer a
microbiota bacteriana deste inseto € importante para saber a relacdo destes
microrganismos com 0 animal e também se estes podem ser reservatorios de
microrganismos patogénicos de veiculacdo hidrica. Baseando-se nestas
informagdes, o presente trabalho tem como objetivo determinar qual a
microbiota bacteriana presente no water strider (Limnogonus sp.) e determinar

0S riscos que este inseto representa para a saude humana.

1. Introducgao

A agua € um importante veiculo de transmissdo de doencas
notadamente do aparelho intestinal. Os microrganismos patogénicos
responsaveis por estas doencas atingem a agua com 0s excretas de pessoas
ou animais infectados, dando como consequéncias as doencas de transmissao
hidrica. Em geral, os microrganismos comumente presentes na agua podem ter
seu habitat nas aguas de superficie (FRANCO & LANDGRAAF, 2003), com
isso torna-se importante o estudo da microbiota patogénica presente nos
diferentes animais aquaticos dentre eles o water strider, sem designacdo em
portugués, que € um Hemiptera aquatico, da familia Gerridae que faz parte do
subfilo Hexapoda que pertence ao filo Artropoda, onde cerca de 85% das
espécies animais conhecidas séo de artropodes, exercendo diversas fungdes e
vivendo em diversos habitats do planeta (BRUSCA & BRUSCA, 2007), visto

seu grande numero de individuos presentes no ambiente aquatico.

O Limnogonus sp., um inseto predador possui as seguintes
caracteristicas: corpo curto e alongado, abdome abreviado em algumas
espécies, longo em outros, superficie dorsal escura, preta e lustrosa, superficie
ventral amarelada, cabeca direcionada para frente e larga, brilhante, lisa,
tipicamente com um par de listras longitudinais sub laterais amarelas
(SAMPAIO & PY-DANIEL, 1993).



Outra espécie de water strider muito encontrada € a Brachymetra
lata, da subfamilia Charmatometrinae, muito encontrada na regido Norte do
pais e suas caracteristicas sdo corpo laranja e comprimento em torno de um
centimetro no individuo adulto (SHAW, 1933).

Estes insetos habitam aguas continentais entre margens ou
protegidas por fragmentos vegetais, podendo também colonizar com éxito
pocas temporarias; possui um sistema de flutuacdo que lhes permite nao
quebrar a tensdo superficial da adgua e uma vez submersos, raramente
recuperam-se, e morrem (ANDERSEN & POLHEMUS, 1976 apud SAMPAIO &
PY-DANIEL, 1993).

O waterstrider tem como fonte de alimentacdo pequenas larvas de
insetos aquaticos e terrestres que caem ha agua sugando-os com o auxilio de
suas garras empurrando para sua boca (SKALICKY, 2012), uma vez que as
larvas se alimentam por material organico os microrganismos patogénicos
presentes na matéria organica podem ser transmitidos para o inseto e servem
como veiculo de contaminacdo do inseto pela sua ingestdo juntamente com a

prépria poluicdo do seu habitat.

As principais patologias bacterianas de transmissédo hidrica séo as
doencas diarréicas causadas por membros da familia Enterobacteriaceae como
as bactérias Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp. e Yersinia sp.; a
cblera causada por Vibrio cholerae; e doencas menos comuns como a
listeriose causada por Listeria monocytogenes; a tuberculose por
Mycobacterium tuberculosis; graves infecgdes oportunistas por Pseudomonas
aeruginosa; toxiinfeccbes por Staphylococcus aureus (FRANCO &
LANDGRAAF, 2003).

Apesar de nao haver relatos do water strider ser causador de
alguma patologia humana, Portaels e colaboradores (2008) relataram o
isolamento de Mycobacterium ulcerans, agente etiologico de lesdes cutaneas
em mamiferos, neste inseto, abrindo desta maneira precedente para a

presenca de outras bactérias patogénicas.



Para que seja possivel constatar a presenca do risco de
contaminac¢ao hidrica associada a presenca do Water Strider no meio aquético,
0 presente trabalho tem o objetivo de determinar quais as bactérias (totais e
patogénicas) presentes no trato digestorio de insetos aquaticos conhecidos

como water strider.

2. Objetivos

2.1. Geral
e Estudar a microbiota bacteriana existente no water strider (Limnogonus
sp.) e determinar a inter-relacdo das bactérias isoladas e seu papel

como reservatério de doencas em humanos.

2.2. Especificos

¢ Isolar e identificar as bactérias totais do trato digestorio do water strider
(Limnogonus sp.);

e Isolar e identificar as bactérias do género Staphylococcus do trato
digestorio do water strider (Limnogonus sp.);

e [solar e identificar as bactérias da familia Enterobacteriaceae do trato
digestorio do water strider (Limnogonus sp.);

e Isolar e identificar as bactérias dos géneros Salmonella e Shigella do
trato digestorio do water strider (Limnogonus sp.);

¢ Isolar e identificar as bactérias do género Yersinia do trato digestério do
water strider (Limnogonus sp.);

e Isolar e identificar as bactérias do género Pseudomonas do trato
digestorio do water strider (Limnogonus sp.);

e |solar e identificar as bactérias do género Vibrio do trato digestério do
water strider (Limnogonus sp.);

e Isolar e identificar as bactérias do género Mycobacterium do trato
digestoério do water strider (Limnogonus sp.);

e Determinar a sensibilidade aos antimicrobianos das bactérias de

interesse clinico isoladas.



3. Justificativa

Devido a ampla distribuicdo do water strider, ele € encontrado
facilmente em diversos ambientes aquaticos naturais e seria capaz de
contaminar as pessoas através da excre¢cao na agua e uma vez que possa ser
reservatério das bactérias patogénicas, a propagacdo de microrganismos

patogénicos de veiculacdo hidrica torna-se uma possibilidade.

Inicialmente, este projeto focou no estudo do water strider da
espécie Limnogonus sp., no entanto, acreditamos que o atraso no cronograma
de execucao do projeto, que culminou no periodo de chuva dificultou a captura
da espécie de water strider proposta. Assim, buscou-se, incessantemente, a
captura do water strider Limnogonus sp., mas devido a auséncia desta espécie,
optou-se por estuda a espécie Brachymetra lata que sempre esteve presente

nos igarapés nos dias de coleta.

Assim sendo, visando nao interromper os estudos sobre o water

strider procurou-se seguir 0 projeto com esta nova amostra.

O conhecimento das bactérias associadas ao water strider é
importante para determinar a ecologia desse animal e as possibilidades que

virdo disto.

Outro ponto a ser verificado é que o water strider podendo viver em
aguas contaminadas, se estes insetos sdo capazes de resistir as infeccées por
estas bactérias patogénicas, o que aumenta ainda mais o interesse em se
estudar as bactérias que as habitam internamente e determinar se seriam
capazes de beneficiar o animal produzindo compostos bioativos para protecéo

do inseto.

N&o menos importante, a exiglidade de informacdes sobre o water

strider foi um fator que nos estimulou a realizar esta pesquisa.



4. Material e Métodos

4.1. Captura dos insetos
As coletas foram feitas em um dos lgarapés do Setor Sul do

Campus da UFAM, localizado em uma trilha que comeca por tras do
Restaurante Universitario, onde procurou-se fazer as coletas em dias
favoraveis a espécie de estudo, como dias de temperatura em torno de 37°C,
dias ensolarados que refletram na melhor visualizagdo da espécie a ser

capturada.

Os water striders foram capturados em periodo diurno, com auxilio
de um puca, armazenados em frasco limpo e transportados em caixa

isotérmica para o Laboratério de Microbiologia para o devido processamento.

4.2. Processamento dos insetos

No Laboratério, os insetos foram submetidos ao processo de
esterilizacdo de superficie, através das solucdes de hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 2,5% m/v, solucéo de &lcool etilico (EtOH) a 70% v/v e enxaguados
em agua destilada, por cinco minutos e um minuto, respectivamente,
dissecados e trituracdo do trato digestorio do inseto formando uma suspensao
e posteriormente diluido em série para isolamento das bactérias (MATSUURA,
2001).

4.3. Isolamento da microbiota bacteriana
4.3.1. Bactérias totais do trato digestivo

Apos o0 processamento do inseto, o isolamento da microbiota do trato
digestivo foi realizado através da semeadura, através da técnica de spread-

plate, no meio de cultura Agar Sangue, e incubado a 30° C, por um periodo de

até sete dias conforme a metodologia preconizada por MATSUURA (2001).

4.3.2. Bactérias patogénicas do trato digestivo
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O volume de 0,1 mL da suspensao densa do trato digestivo, obtido
no item anterior, seria semeado, através da técnica de spread-plate, nos meios

de cultura abaixo citados e incubados a 37° C pelo periodo de 24 a 120h:

e Agar EMB: isolamento de bactérias da familia Enterobacteriaceae em
geral;

e Agar Salmonella-Shigella: isolamento dos géneros Salmonella e
Shigella;

e Agar seletivo Yersinia: isolamento de bactérias do género Yersinia;
e Agar TCBS: isolamento de bactérias do género Vibrio;

e Agar GSP: isolamento de bactérias do género Pseudomonas;

e Agar Chapman & Stone: isolamento do género Staphylococcus;

e Agar Seletivo Listeria: isolamento de bactérias do género Listeria;

e Agar Léwenstein-Jensen: isolamento do género Mycobacterium.

4.4. Identificacdao dos microrganismos
Os microrganismos isolados foram identificados através de métodos

fenotipicos preconizados por HOLT et al. (1994), a saber, caracteristicas morfo-
tintoriais como coloracao de Gram, BAAR e esporos; e as provas bioquimicas e
fisiol6gicas, tais como caracterizacdo de amilase, fermentacdo de acucares,

utilizacao de citrato, respiracdo, motilidade, etc..

4.5. Determinacao da sensibilidade aos antimicrobianos

Os microrganismos isolados serdo testados quanto a sensibilidade
aos antimicrobianos através da metodologia classica de difusdo em &gar
segundo BAUER et al. (1966).

4.6. Preservacao dos microrganismos

A preservagéo dos microrganismos foi procedida através da técnica
de congelamento a -20° C conforme os procedimentos descritos em MURO &
LUCHI (1989).



11

5. Resultados e Discussao

5.1. Captura dos insetos
Com a realizacdo das coletas percebemos que existe exiguidade de

Limnogonus sp. escolhida para este estudo, apesar de ja ter sido descrita como
uma espécie comum nos igarapés da UFAM. Exiguidade esta que podemos
apontar pelo fato das coletas terem sido feitas em periodo chuvoso uma vez
gue segundo o cronograma deveria ter sido em periodo de seca. Assim, foram
capturadas amostras da espécie Brachymetra lata da subfamilia
Charmatometrinae, descrita por Shaw (1933), evidenciando assim dados
descritos em estudos realizados na regido norte do pais, mostrando a grande

incidéncia das duas familias, tanto no Amazonas quanto no Para.

A espécie Brachymetra lata se caracteriza por apresentar um corpo

laranja e comprimento em torno de um centimetro no individuo adulto.

5.2. Isolamento da microbiota bacteriana total e patogénica do trato
digestivo do inseto

Com um resultado parcial onde nenhum inseto mostrou crescimento
bacteriano a partir do trato digestorio foram feitos ajustes metodolégicos no que
diz respeito a esterilizacdo de superficie, onde foram testados inumeras
concentracdes de NaOCI juntamente com a variagdo de tempo em que o inseto

era exposto.

Apds isso chegamos a uma concentracdo e um tempo que foi
possivel observar crescimento bacteriano a partir do trato digestério com a
certeza de que a esterilizacdo foi bem sucedida e que 0s microrganismos

referem-se ao trato digestério do animal.

Outro ajuste feito foi a semeadura da suspenséo do trato digestério
do animal no meio de cultura agar sangue, foi feita esta troca de meio de
cultura onde o proposto era ser semeado em meios especificos, pois apos

alguns testes visto que o crescimento era nulo apostou-se na utilizagdo do
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meio agar sangue por se tratar de um meio rico e nao seletivo o que

proporciona o crescimento geral.

O sexo e estagio de maturacdo do inseto predominante na captura

foram de machos e adultos, respectivamente.

A tabela 1 mostra o total de Unidades Formadoras de Colbnias

(UFC) provenientes de cada inseto coletado.

Tabela 01. Frequéncia de UFC, de acordo com o sexo e idade do inseto Brachymetra
lata.

ESTADO DE BACTERIAS
INSETO SEXO | MATURACAO | ISOLADAS (UFC)

Bl 01 Macho Adulto 0
Bl 02 Fémea Adulto 2
Bl 03 Macho Adulto 1
Bl 04 Macho Adulto 0
Bl 05 Macho Adulto 0
Bl 06 Macho Adulto 0
Bl 07 Macho Adulto 5
Bl 08 Macho Adulto 0
Bl 09 Macho Adulto 2
Bl 10 Macho Adulto 1

TOTAL 11

Conforme observa-se na tabela 01, foram isolados 11 UFC, a partir
de cinco insetos, mostrando que em outros cinco animais a metodologia de
esterilizacdo de superficie ainda ndo estava ajustada, pois nenhuma colbnia foi

isolada dos insetos.

A auséncia de isolados em cinco insetos reforca ainda mais a
importancia do processo de ajuste da metodologia quanto a esterilizacdo de
superficie do animal. Por outro lado, com o isolamento de col6nias nos outros
cinco insetos mostra que estamos no caminho correto na adequacao desta

metodologia.

Em virtude da necessidade de adequacdo da metodologia de

esterilizagdo de superficie, caracteristicas como sexo e estado de maturagédo
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do animal ndo forneceram dados que se possa utilizar como fatores que

influenciam no total da microbiota presente no animal.

5.3. Identificacao das bactérias

Inicialmente, as bactérias isoladas foram submetidas a determinacgéo
das caracteristicas morfo-tintoriais. Assim a figura 01 mostra os principais
grupos morfo-tintoriais de bactérias isoladas de Water strider (Brachymetra

lata), através da técnica de coloracdo de Gram.

Figura 01. Identificagcdo dos isolados bacterianos de water strider de acordo com o0s
grupos morfo-tintoriais.

Cocos G(+)
B Cocos G(-)
M Bacilos G(+)

W Bacilos G(-)

Apartir da figura 01 pode-se observar que os bacilos Gram-negativos
foram o grupo majoritario cultivavel no interior do inseto. Podemos supor que a
maior frequéncia deste grupo bacteriano pode estar relacionada com a

contaminacao da agua por material Fecal.

Por outro lado, a menor incidéncia de cocos Gram-positivos foi uma
surpresa, pois a principio, espera-se que haja uma incidéncia maior de cocos
Gram-positivos devido sua grande distribuicio em todos os habitats. Esta
linhagem foi identificada como Staphylococcus aureus.
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6. Conclusoes

Mesmo com o atraso no cumprimento do cronograma devido as
sucessivas trocas de bolsistas foi possivel chegar a alguns resultados
satisfatorios que evidencia a importancia de continuar o estudo deste inseto

aquaético.

O water strider Limnogonus sp. ndo € uma espécie encontrada em periodo

de chuva nos igarapés da UFAM;

e A concentracdo do agente quimico e o tempo de exposicdo ideiais para
esterilizacdo da superficie do inseto foram 25% v/v e trés minutos,

respectivamente;

e Existe um predominio do grupo morfo-tintorial de Bacilos Gram-negativos em

machos adultos de Brachymetra lata;

e Com a sua grande distribuicdo pode-se salientar que pela presenca de
microrganismos no seu trato digestorio ele pode vir a ser um veiculo de
contaminagdo, uma vez que o inseto dejeta na agua onde vive, agua esta
que por vezes é utilizada pelos moradores, como 0s ribeirinhos da nossa

regido, proximos ao habitat deste inseto.
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