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Resumo

A colonizacao de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae), vetor da
Leishmaniose Visceral no Brasil foi reproduzida em laboratério. Entretanto,
muito pouco se sabe sobre os contaminantes e as doencas que causam nestas
colonias. O objetivo deste trabalho foi identificar a contaminacdo fungica e
bacteriana em col6nia de Lutzomyia longipalpis. Os insetos foram coletados por
armadilha CDC em diversos locais do municipio de Imperatriz, Estado de
Maranhao, Brasil e transportado ao Laboratério de Doencgas Parasitarias da

UFRPE em recipientes de polietileno para colonizacao. A alimentacdo oferecida
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aos insetos foi de sangue de hamster e solugdo acucarada e estes foram
mantidos em cédmara aclimatizada a 27°C e umidade relativa de 80% para
oviposicdo e maturacao dos ovos. Diariamente, a col6nia era monitorada para
ver sua evolugao e uma pequena quantidade de comida de peixe para larvas
era polvilhada em cada recipiente. Porém, foi verificado, neste estudo, por
ocasido do monitoramento das colonias de Lutzomyia longipalpis,
contaminagao fungica e bacteriana. Os resultados da cultura bacteriana e
fungica mostraram Staphylococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Proteus
sp. e Aspergillus sp. respectivamente nas colonias de Lutzomyia longipalpis.
Entretanto, Staphylococcus sp. foi isolado de ovos inférteis e estagio larval,
mas Aspergillus sp. e Pseudomonas sp. foram isolados somente das larvas do
Lutzomyia longipalpis. Nao foi observado mortalidade das pupas pela
contaminagao de fungos e bactérias neste estudo.

Palavras-chave: Flebotémos; Lutzomyia Ilongipalpis; Microorganismos

Patogénicos.

Fungal and bacterial agents in a colony in laboratory level of

Lutzomyia longipalpis Population Empress

Abstract

The colonization of Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae), vector of
Visceral Leishmaniasis in Brazil, has been bred in laboratory. However, very
little is known about the contaminating and the diseases they cause in these
colonies. The aim of this paper was to identify the fungal and bacterial
contamination in the Lutzomyia longipalpis colony. Sandflies were collected by
CDC trap in locality several of studied county Imperatriz, Maranhao State,
Brazil and transported to laboratory of Parasitic Diseases of the UFRPE in
polystyrene containers to colonization. Blood meal from a hamster was offered
to insects and solution sweet and they were kept in a acclimatized camara at
27°C and 80% relative humidity to oviposition and egg maturation. Everyday

the colony was checked to see the evolution and a small amount of larval fish
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chow was sprinkled in each container. However, it was examined in this study,
on the occasion of the observation in the Lutzomyia longipalpis colony, the
fungal and bacterial contamination was reported. The results of bacterial and
fungal culture showed, Staphylococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Proteus sp. and Aspergillus sp. respectively on the Lutzomyia longipalpis
colony. However the Staphylococus sp. was isolated from unfertilized eggs and
larval stage but Aspergillus sp. and Pseudomonas sp. were isolated only from
larvae of Lutzomyia longipalpis. The mortality pupae by fungal and bacterial
contamination were not observed in this study.

Keywords: Phlebotomus; Lutzomyia longipalpis; Pathogenic microorganisms

INTRODUCAO

A necessidade de criar insetos de importancia na transmissao de doencgas
tem sido um desafio para os entomologistas, que algumas vezes improvisam
diferentes técnicas usadas em insetarios (WERMELINGER e ZANUNCIO, 2001).

A colonizacao em laboratério é essencial para se obterem exemplares
limpos de agentes etioldgicos, a fim de se fazerem experiéncias de transmissao
desses agentes, estudos sobre a biologia do diptero, bem como material para
estudos morfoldgicos (SHERLOCK e SHERLOCK, 1959).

Contudo, a contaminacao fungica e bacteriana tem sido frequentemente
observada em criacdo de insetos em laboratério, representando o maior
obstaculo na manutengao das colonias.

Entre os artropodes de importancia médico-veterinaria, os flebodtomos,
particularmente aqueles pertencentes ao género Lutzomyia, assumem
importante papel em virtude de serem considerados os principais vetores das
leishmanioses no Brasil (DEANE, 1956).

Colbnias de Lutzomyia longipalpis tém sido estabelecidas com sucesso
em diversas partes do mundo (SHERLOCK e SHERLOCK, 1959; KILLICK-
KENDRICK et al., 1977; READY, 1978,1979; MODI e TESH, 1983; LUITGARDS-
MOURA et al., 2000).
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Por outro lado, apesar de a dieta larval ser considerada como fator mais
importante na manutencdo das espécies colonizadas em laboratdrio, pode
contribuir para proliferacdo de microorganismos danosos a col6nia, além de as
vezes, representar um complemento alimentar para espécies de flebotomineos
(WERMELINGER e ZANUNCIO, 2001) ou o insucesso na colonizacao destes
dipteros.

O objetivo deste trabalho foi identificar os agentes flngicos e bacterianos
numa colénia em nivel laboratorial de Lutzomyia Ilongipalpis populacao

Imperatriz.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos flebotomos

Os insetos foram coletados no Municipio de Imperatriz no Estado do
Maranhdo (5° 31'35” Latitude Sul e 47° 29'30” Longitude Oeste) através de
armadilhas luminosas CDC (Center for Disease Control) a uma altura de 1,5
metros, nos intervalos de 18 horas as 06 horas da manh3d, instaladas na mata
em numero de cinco, de acordo com a FIG.1, no ambiente peridomiciliar, em
numero de quatro, como demonstra a FIG.2, distante mais ou menos 20
metros das residéncias e também no intradomicilio, em nimero de duas
(DEANE, 1956; TEODORO et al, 1993) no referido municipio.
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Figura 1 - Armadilhas luminosas CDC colocadas no ambiente rural para
captura do inseto Lutzomyia sp. no municipio de Imperatriz, Maranhdo, Brasil

Figura 2 - Armadilhas luminosas CDC colocadas no ambiente peridomiciliar
para captura do inseto Lutzomyia sp. no municipio de Imperatriz, Maranhdo,
Brasil

Colonizacao

Apds a coleta, os flebétomos foram transferidos para o Laboratério de
Endemia da Fundacao Nacional de Saude no referido municipio, os quais foram
aspirados individualmente com o capturador de Castro (SHERLOCK e
SHERLOCK 1972) e identificado de acordo com Galati (2003). Foram utilizados
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diversos materiais no processo de colonizacdo dos insetos em laboratério,

como visto na FIG. 3.

Figura 3 - Materiais utilizados no processo de colonizagao do inseto Lutzomyia
sp.

Transporte do material

Os recipientes contendo os flebétomos coletados foram transportados
para o Laboratério de Endemias da Universidade Federal do Piaui, onde foi
monitorado até a oviposicao e, posteriormente transportado ao Laboratério de
Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, onde foram acondicionados em camara climatizada com
temperatura de 27° C e umidade relativa de aproximadamente 80% para

eclosao.

Alimentacao das Fémeas

Os exemplares fémeas foram colocados dentro de gaiolas feitas de
tecido sintético fino, medindo 20 cm de comprimento por 25 cm de altura e
alimentados em hamsters, segundo Modi e Tesh (1983). As gaiolas foram
acondicionadas em camara aclimatizada com temperatura de 27°C e umidade

relativa de 80%, como evidencia a FIG. 4.
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Figura 4 - Acondicionamento dos exemplares machos e fémeas do inseto
Lutzomyia sp. nas gaiolas em cadmara climatizada com temperatura de 27° C e
umidade relativa de 80% no Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais
Domésticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco

Alimentacao dos Machos

Os exemplares machos foram alimentados com solugdo acgucarada
(READY, 1978; MODI e TESH, 1983) a base de glucose de milho! diluidos na
proporcdo de 30% em agua destilada, embebidos em algoddo e colocados a

disposicao dos mesmos em placa de Petri.
Preparo do substrato utilizado para oviposicao, larvas e pupas
O substrato foi constituido de cristais de sulfato de calcio hemidratado

(gesso) com agua destilada, que foi preparado e colocado em depdsito de

polietileno, com a capacidade de 300 mililitros, como explana a FIG. 5.

! Alimento a base de glucose de milho, Unilever, Bestfood Brasil Ltda.
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Figura 5 - Aspecto do recipiente utilizado para oviposicao, larvas e pupas de
Lutzomyia sp. colonizados no Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais
Domeésticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco

Apds a secagem da mistura distribuida nos recipientes em nimero de
doze, os exemplares machos e fémeas coletados e alimentados foram
distribuidos nestas embalagens com auxilio do capturador de Castro, para
realizarem a cépula. Colocou-se uma tela de tecido sintético fino, contendo
uma abertura central, para facilitar a manipulagao dos insetos, a qual foi
vedada com um tampao de algoddao, como observado na FIG. 6, para evitar a
fuga dos mesmos. Diariamente foram adicionadas gotas de agua destilada

para manutencao da umidade nestes recipientes.

Figura 6 - Aspecto da colonizacao do inseto Lutzomyia sp. em recipiente com
tela de tecido sintético fino, com abertura central, vedada com tampado de
algodao, no Laboratdrio de Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos da
Universidade Federal Rural de Pernambuco



BRAGA, G.M.S., ALVES, L.C. e SILVA, L.B.G. Agentes flingicos e bacterianos numa col6nia em
nivel laboratorial de Lutzomyia longipalpis Populacdo Imperatriz. PUBVET, Londrina, V. 5, N.
4, Ed. 151, Art. 1014, 2011.

Alimentacao das larvas

A base da alimentacdo das larvas foi constituida de alimento composto
para peixes, sendo liquefeitas em triturador (MODI e TESH, 1983) para
posterior autoclavagem. Diariamente era adicionada aproximadamente 0,5 g

do alimento por recipiente.

Monitoramento da colonia

Diariamente as col6nias eram examinadas para Vvisibilizacdo do
desenvolvimento dos estadios larval e pupal dos insetos, vistos na FIG. 7, além
da avaliacdo da contaminagdo fungica e bacteriana nos referidos estadios.
Sendo assim, foram verificados os aspectos referentes a umidade e coloracao

do substrato.

Figura 7 - Aspecto da colonizacao do inseto Lutzomyia sp. em estadio de larva
com contaminacao fungica e bacteriana no recipiente do Laboratério de
Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco
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Coleta de material das colonias

Fragmentos do substrato, conforme FIG. 8 foram coletados e transferidos
para placas de Petri, contendo Agar Sangue?, enriquecido com 5% de sangue
ovino, Agar Levine® e Agar Sabourand®. A incubacdo das placas foi realizada
em estufa microbioldgica a 37°C, durante 48 horas, para cultura bacteriana e
para cultura fungica as placas foram deixadas a temperatura ambiente durante
15 dias.

Figura 8 Substrato do recipiente da colonia do inseto Lutzomyia sp. em
estadio de larva com contaminacdo fungica e bacteriana no Laboratério de
Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés dias apds a eclosao das larvas nos recipientes foi observada
modificacdo na coloracdao do substrato, o qual se apresentava de coloracao
amarelada e avermelhada. Os resultados da cultura bacteriana revelaram a
presenca de Staphylococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Proteus sp. e

a cultura fungica, Aspergillus sp.

% Agar Sangue, Biobrés Diagndstico
3 Agar Levine, Merck KGaA
4 Agar Sabourand, Vetec Quimica Fina Ltda
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A avaliacdo da contaminacdao do estadio evolutivo revelou que,
Staphylococus sp. foi isolado das larvas e ovos invidveis ou seja, que nao
haviam eclodidos, enquanto que Aspergillus sp. e bactérias do género
Pseudomonas sp. foram isolados apenas das larvas. Este instar de acordo com
Killick-Kendrick et al. (1977) é o mais delicado e é o que representa maior
perda nas colbnias.

Embora Wermelinger e Zanuncio (2001), citem que a contaminacgao
fungica em criacOes de flebétomos é freqliente, os mesmos autores asseguram
a importancia dos fungos como complemento alimentar nas col6nias.

Por outro lado, Modi e Tesh (1983) e Wermelinger e Zanuncio (2001)
relatam que a contaminacao fungica é proveniente do material ofertado para
alimentacdo das larvas. Porém, deve-se considerar no presente estudo, que o
material alimentar foi autoclavado.

Sherlock e Sherlock, em 1959, ja chamavam atencdo para o fato de que,
em criacOes de flebotomos podem aparecer agentes bioldgicos prejudiciais as
colbnias.

No presente estudo nao foi observado mortalidade no estadio pupal. Este
resultado foi diferente daqueles relatados por Luitgards-Moura et al., em 2000,
que observaram contaminagcao e mortalidade em pupas de Lutzomyia
longipalpis, porém, este resultado concorda com Killick-Kendrick et al., em
1977, quando relatam que a pupa é o mais robusto estadio e a perda é muito
pequena ou mesmo nenhuma.

Outros estudos deverao ser realizados para avaliar melhor as variaveis

envolvidas na colonizacao de flebotomineos.

CONCLUSAO

As contaminacdes bacterianas e flngicas sao fatores limitantes para a

colonizacao de flebotomineos.
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