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Resumo. Aedes aegypti (L.) é considerado um mosquito cosmopolita, com ocorréncia nas regioes tropicais e subtropicais. No Brasil, esta restrito as
vilas e cidades, sempre com caracteristicas domiciliares e peridomiciliares e, raramente é encontrado em ambientes onde a densidade populacional
é baixa. Este mosquito é o tinico vetor do arbovirus da dengue e da febre amarela urbana em todo territorio nacional, e é considerado um dos vetores
mais importantes na veiculacio de patégenos a humanos. A grande resisténcia dos mosquitos a inseticidas quimicos e a freqiiente preocupacao social
com a poluicdo ambiental, resultou na procura de alternativas para o controle desses insetos, tais como a utilizacao de bactérias entomopatogénicas.
Esse trabalho foi realizado objetivando mensurar a eficacia dessa bactéria no controle das formas imaturas de Ae. aegypti. Para a realizacao deste,
foram criadas individualmente 350 larvas de geragdo F2 de Ae. aegypti em copos plésticos de 200 ml, contendo 100 ml de 4gua nao clorada. Na con-
taminacao foi usado 5mg de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Berliner) para cada estagio larval. A anélise estatistica foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney a 5%. A mortalidade das larvas contaminadas foi de 100%, 98%, 98%, 100% e 4% para o0 2°, 3°, 4° estagio e pupa. A média do nimero
de dias de vida das larvas ap6s contaminacgao no 1°, 2°, 3°, 4° estagio e pupa foi de 1,36; 2,46; 1,24; 1,22 e 3,46 dias respectivamente, exceto para a
pupa, a duracdo dos estagios foi menor para os individuos contaminados, (P<0,05). O B. thuringiensis var. israelensis demonstrou ser um bioinsetici-
da eficaz, causando mortalidade total de 99,5% das larvas contaminadas, embora para a fase de pupa nio tenha sido eficaz. Desta forma ele representa
uma boa opc¢ao para o controle de larvas de Ae. aegypti, entretanto para as pupas, outras alternativas devem ser estudadas.
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Evaluation of Efficacy of Bacillus thuringiensis var. israelensis on the Control of Immature Forms of
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) in Laboratoy

Abstract. Aedes aegypti is considered a cosmopolitan mosquito that lives in tropical and subtropical region. In Brazil, it”s habitat is restricted to
cities and villages, living next to humans and being rarelly found in a place with low human density. This especies is the only vector of Dengue and
Yellow Fever virus in all Brazilian nacional territory. It’s considered one of the most important vectors relationed with the transmission of patogens
to humans. The social concearn with the environment and the mosquito’s resistance to chemical insecticides, resulted on the seach of an alternative
method to the control of Ae. aegypti. An entomopathogenic bacteria, Bacillus thuringiensis var. israelensis, is an alternative method control. The
objective of this work was to measure the eficacy of this bacteria on the control of Ae. aegypti immature forms. In such case, 350 individuals larvae
were criated in plastic glasses with 200ml of non-clorated water. In the contamination were used 5mg of B. thuringiensis var. israelensis water-dis-
persable grannules for each larval stage. Statistical annalises were performed by Mann-Whitney non-paramethric test. The mortality was 100%, 98%,
98%, 100% and 4%, 1st, 2nd , 3rd, 4th stages and pupae, respectivelly. The mean number of live days of the contamined stages were 1.36; 2.46; 1.24;
1.22; 3.46 days. Except for the pupae, all others stages lived less longer that the control individuals (P<0.05). B. thuringiensis var. israelensis, showed
to be an effective inscticide, causing 99.5% of larvae death. And even not being abble to act in the pupae, it represents a good altrnative choice to the
control of Ae. aegypti immatured forms.
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Oreaparecimento da dengue nas dltimas décadas transformou
essa doenca em um sério problema de satde publica,
principalmente em paises localizados em regides tropicais
(PmHEIRO 2002). Sua larga distribuicao reflete a do seu vetor,
e também da Febre Amarela, Aedes (Stegomyia) aegypti (L.),
(JeTTEN 1997). Este mosquito, pertence a familia Culicidae e
apresenta, de acordo com Lozover (2001), escudo ornamentado
com escamas branco-prateadas formando um desenho em forma
delira e, clipeo com dois tufos de escamas branco prateadas. Esse
inseto é provavelmente oriundo da Etiopia, e segundo Fonseca
(1999) foi introduzido nas Américas durante o periodo colonial,
com o trafico de escravos.

Esse diptero ¢é essencialmente antropofilico,
sendo encontrado em areas urbanas e povoados rurais. Seu
comportamento alimentar é bem particular dentre outras
espécies estudadas de mosquitos (Funasa 2001; Day 2005).
NaksataiT (1998) cita que, dentre as espécies mais estudadas de
mosquito, essa possui habitos alimentares tinicos, uma vez que,
as fémeas dessa espécie, quase nunca se alimentam de agtcar, e
sim, ao fim de cada ciclo gonadotroéfico, nescessitam de sangue
humano. Este autor afirma ainda que aquelas fémeas alimentadas
somente com sangue humano desenvolvem vantagem em seu

desempenho alimentar, o que se mostra epidemiologicamente
importante, uma vez que, a maior quantidade de picadas de um
vetor, aumenta a chance de transmissdo de arbopatdgenos, o
que, no caso dessa espécie de mosquito, sao os virus da dengue e
febre amarela urbana, ao ser humano.

A ovoposicao desse vetor é, preferencialmente, aquatica
e é realizada em depositos artificiais, como pneus, vasos de
planta com agua, caixas d’agua destampadas e ocos de arvores.
Os ovos sdo depositados em pequenas cole¢bes d’agua, a poucos
milimetros acima do nivel da 4gua, uma vez que resistem a
dessecacao, podendo permanecer vidvel por mais de um ano.
Em contato com a dgua, os ovos comecam seu desenvolvimento
embriondrio, e se, suas progenitoras estiverem infectadas com
os arbovirus da dengue ou com o da febre amarela, esses novos
insetos recém emergidos, serdo capazes de infectar seres humanos
quando fémeas na forma adulta, e novamente, pela transmissao
transovariana, produzir novos descendentes ja infectados com os
virus (FIGUEIREDO & FONSEcA 1999; CHADEE 1991).

O aumento populacional urbano, juntamente com
maior nimero de locais propicios para ovoposicao desse vetor,
proporcionou condicoes ideais para a dispersao do Ae. aegypti
por quase a totalidade do territério brasileiro, fazendo com
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que populacoes distintas e de diferentes areas geograficas do
Brasil, entrassem em contato com as doencas virais comumente
transmitidas por esse mosquito (PINHEIRO 2002).

O controle da populagio desses dipteros tem sido feita,
ao longo dos anos, mediante o uso de inseticidas quimicos que,
pelo fato de causarem alto grau de resisténcia dos insetos vetores
num curto espaco de tempo e, também, por levar a supressao de
seus inimigos naturais causando dependéncia crescente de seu
uso, atualmente vem sendo substituidos por métodos de controle
alternativo (MarcoNDES 2001). Os bioinseticidas aparecem como
resposta & crescente preocupacio com o meio ambiente, se
mostrando eficientes no controle de insetos vetores, mas com
poucos danos ao ambiente (MARCONDES 2001).

O Bacillus thuringiensis var. israelensis (Berliner)
é uma bactéria produtora de toxina que possui propriedades
altamente toxicas, principalmente, para larvas de dipteros das
familias Culicidae e Simuliidae, possuindo vantagens como nao
poluir o meio ambiente, preservar a maioria da fauna associada
e de nao ser toxico ao homem e aos animais (THIERRY 1998; Yap
2002; PETRY 2004; LEE 2005; MERRITT 2005; FLOORE 2006).

Esse trabalho teve como objetivo a avaliacao da eficacia
das toxinas do B. thuringiensis var. israelensis no controle das
formasimaturas de Ae. aegypti, verificando a taxa de mortalidade
e o numero de dias de vida pos-infec¢ao larval, em ambiente
laboratorial.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo deste projeto foram capturados ovos de
Ae. aegypti através de armadilhas do tipo ovitrampa colocadas
no bairro de Vargem Pequena, Rio de Janeiro, RJ (Figura 1).
Estes ovos foram postos para eclodir, e as larvas resultantes
foram criadas para obtencao de adultos e assim da geracao
F1 proveniente desses casais é que foram obtidos ovos para o
trabalho.

Apos eclosdo, as larvas (L1) foram individualizadas em
copos plasticos de 200 mL, contendo aproximadamente 100ml
de 4gua nao clorada.

Esses copos foram numerados de modo a identificar
o individuo em uma planilha prépria, onde, diariamente dados

Rio de Janeiro

{divisdo por municipios)

B Rio de Janeiro

-21°

M clisrilia.
o5 . imb
Wika U'llql.tﬁ"-. ‘E.Imp 2

-44°

da biologia, como: data de eclosdo do ovo, mudanca de estagio
larval (L1, L2, L3, L4 e pupa), estagio de aplicacdo do produto
testado, morte e observagbes a cerca de seu comportamento,
foram anotados.

A alimentacdo das larvas foi realizada com racdo
comercial floculada para peixes ornamentais, em intervalos
semanais. Os estigios larvais, e o estagio de pupa, foram
mantidos no mesmo recipiente até a eclosao do adulto. No
entanto, os copos contendo pupas, foram colocados em gaiola
confeccionada a partir de embalagens de sorvete com aberturas
nas laterais e parte superior protegidas por tecido de malha fina
de néilon e plastico transparente, para observagao e manutencgao
dos adultos (Figura 2). Estes foram alimentados com solugio de
agua e aclcar a 10%, e as fémeas foram alimentadas com sangue
humano a cada 48 horas.

Figura 2. Gaiola utilizada para criacdo de adultos de Aedes aegypti no
laboratorio de Iniciagio Cientifica da Universidade Estacio de Sa.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados um
total de 250 espécimes de Ae. aegypti, 50 larvas para cada estagio
larval (L1, L2, L3, L4) e 50 pupas que foram contaminadas, sendo
aplicado uma tnica vez 5mg do B. thuringiensis var. israelensis
(Bti) em forma de granulos (3000 ITU/mg, pertencente ao lote
92.800.PG, cedido pela Fundacdo Nacional de Saide). Os cinco
estagios foram contaminados logo apds sua mudanca de fase. O
grupo controle foi composto de 100 larvas mantidas nas mesmas
condi¢oes daquelas que foram infectadas, com a diferenga de ndo
terem sido submetidas a contaminacao.
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Figura 1. Localizacao do ponto de coleta de ovos de Aedes aegypti, bairro de Vargem Pequena, Rio de Janeiro, RJ.
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Para a realizacdo da analise estatistica, foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney a 5%.

REesuLTADOS E DI1scussio

A taxa de mortalidade obtida para as larvas de Ae.
aegypti que foram contaminadas em L1 foi de 100% (Controle
17%), para as contaminadas em L2 e L3 foi de 98% (Controle 28%
e 7% respectivamente), e para L4 100% (Controle 5%) (Tabela 1).
Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por BaTra
et al. (2000) e Yapr (2002), a partir de larvas de 3° e 4° instars,
encontrando taxa de mortalidade de mais de 92,5% nas espécies
Ae. aegypti, Aedes albopictus (Skuse), Culex quinquefasciatus
Say e Anopheles dirus Peyton & Harrison. Ja Liva & VALLE (2005)
trabalhando com larvas de 3° estagio em diversos recipientes, em
condic¢des naturais no Rio de Janeiro, nunca atingiu mortalidade
superior a 70% em recipientes de amianto.

Tabela 1. Taxa de mortalidade e ntimero de dias de vida, de Aedes
aegypti, contaminados com Bacillus thuringiensis var. israelensis e
grupo controle.

Taxa de Mortalidade (%) Dias de vida (n°)
Estagio

Infectado Controle Infectado Controle

L1 100 17 1,36* 3,44°

L@ 98 28 2,46% 3,06"

L3 98 7 1,24° 2,35

Lg 100 5 i@ 5,04

Pupa 4 10 3,46" 3,40°

Letras diferentes representam resultados significativos no teste estatistico de Mann-Whitney 5%.
L1, L2, L3 e L4 representa o 1°, 2°, 3° e 4° estagio larval respectivamente.

O resultado da infec¢ao das pupas, por sua vez, mostrou
taxa de mortalidade bem baixa, em torno de 4% (Controle 10%),
nao tendo diferenca significativa, fato que pode ser explicado pelo
mecanismo de agio do produto que, segundo FLoORE (2006), age
ao entrar em contato com o sistema digestivo da forma imatura,
0 que nao possui muitas chances de ocorrer com a fase de pupa,
uma vez que essa nao se alimenta, assim o produto nao consegue
atingir seu sitio de acfo, e ndo produz o efeito desejado nesse
estagio.

A média do nimero de dias de vida (Tabela 1) do grupo
infectado foi de 1,36; 2,46; 1,24; 1,22; 3,46 e a do grupo controle
foi de 3,44; 3,06; 2,35; 5,04; 3,40 respectivamente para os 1°, 2°,
3°, 4° estagios e pupa.

Assim, foi observada uma redugio dos dias de vida das
larvas de 1°, 2°, 3° e 4°esté4gios, no entanto, os dados nao puderam
ser comparados com os trabalhos revisados da literatura, uma
vez que esses utilizam a metodologia com grupos de larvas, o que
prejudica na quantificacdo da média do ntimero de dias de vida
pertencente a cada estagio larval (Batra et al. 2000; BRowN 2001;
TowMma et al. 2003; VILARINHOS & MONNERAT 2004;).

No caso das pupas, nao houve diferenca significativa na
média do ntimero de dias de vida (P>0,05).

Foi observado que, quando infectadas, as larvas perdiam
agilidade ficando a maior parte do tempo no fundo do copo,
sem se alimentar, subindo somente para efetuar a respiragao. O
tegumento perdia o brilho, adquirindo coloracao fosca, porém
apo6s a sua morte as larvas apresentavam manchas de coloragao
preta (Figura 3). Esses dados nao so relatados na literatura
revisada, provavelmente pela criacdo das larvas em grupo e nao
individualmente.

Na fase de pupa nao foi observado comportamento
significativamente diferente do normal apresentado pela espécie,
uma vez que nao foi constatada acdo do produto sobre essa
forma.

O B. thuringienis var. israelensis mostrou ser um
bioinseticida eficaz, apresentando mortalidade total de 99,5% nos
individuos testados. Esse resultado foi semelhante aos trabalhos
de Batra et al. (2000), VILARINHOS & MONNERAT (2004) e LEE et al.
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(2005), que obtiveram mortalidade de 100%.

Amortalidade daslarvas ocorreu, em sua maioria, dentro
de 1 a 2 dias, o que confirma resultados de Toma et al. (2003) e
LEE et al. (2005), embora tenha sido registrado a sobrevivéncia
de uma larva infectada no 2° estagio que permaneceu viva até a
fase adulta, e uma no 3° estagio que permaneceu viva até o 4°
estagio.

Figura 3. Aspecto de larvas de 4° estagio de Aedes aegypti criadas no
Laboratoério de Iniciacdo Cientifica da Universidade Esticio de Sa. A —
Larva contaminada; B — Larva Sadia.

Para o caso dalarva de 2° estagio, pode ter ocorrido a nao
ingestao ou a ingestdo de doses sub-letais do produto e por isso
nao ocorreu o efeito esperado; no entanto FLorES (2004) afirma
que a ingestao de doses sub-letais promove a diminui¢do do ciclo
de vida, o que no ocorreu, uma vez que esse individuo sobreviveu
até 31 dias ap6s sua contaminagdo; uma terceira hipotese, seria
de que essa larva teria ingerido o Bti, porém fosse resistente a
ele, embora até hoje ndo haja suficiente literatura relatando
resisténcia do Ae. aegypti a esse produto. Esta resisténcia deve
ser motivo de grande preocupagio, uma vez que a Fundacio
Nacional de Satide tem utilizado o Bti como base para o combate
do Ae. aegypti no Estado do Rio de Janeiro. No entanto este fato
deve ser melhor estudado para confirmagio da hipdtese, uma vez
que s6 ocorreu com uma Unica larva testada.
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