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O Brasil tem serios p,roblemas com insetos pragas na agropecuária 
e com vetores de doenc;as na saúde pública. Quantidades cada vez maiores 
de inseticidas qufmicos vêm sendo usadas para controlá-los, causando graves 
prejufzos ao meio ambiente e à saúde das poPulac;ões urbanas e rurais e 
induzindo, com o passar do tempo, resistência, nos insetos, aos princfpios 
ativos utilizados. 

O emprego de agentes microbianos de controle biológico tais como 
bactérias, fungos e vfrus constitui-se numa alternativa promissora sob o 
ponto de vista técnico, econômico e ambiental, a partir do momento em que 
a ac;ão destes agentes restringe-se tão somente aos insetos alvos não 
causando efeitos danosos ao ecossistema nem às populac;ões não-alvo e auxilia 
a produzir alimentos menos contaminados. 
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Desde o começo deste século, sabia-se que Beclllu. thurlnglensl. 
matava lepidópteros. Na década de 1970, foi descoberta uma estirpe des .. 
bactéria que ataca drpteros e mais recentemente, na década de 1910, também 
foram encontradas estirpes efetivas contra cOleópteros, principalmente 
crisomelrdeos (Dias, 1992). 

Na década de 1960, outra bactéria, Bec:lllu. sphHrlcu., teve sua 
ação entomopatogênlca comprovada , mostrando-se letal contra mosquitos dos 
gêneros Culex, Anopheles e Aedes. (Dias, 1992). 

A taxonomla das bactérias entomopatogênlcas prlnclpal"l'nte 
Baclllus thurlnglensls tem sido alvo de muitos estudos. Foram felt .. varias 
tentativas de classificação, começando pela elaboração de uma listagem de 
espécies das bactérias, relacionando-as a insetos suscetrvels, passando pelo 
perfil enzlmático, pela morfologia e por reações aos corantes- (Stelnhau -
19116), Ate 1960, essas metodologlas mostravam-se pouco apropriadas para 
uma cla~slficação segura das estirpes isoladas em diversas regiões do globo. 
Nessa epoea, de Barjac & Bonnefoi (1962). baseados em substanclas 
existentes nos flagelos de Beclllus entomopatogênlcos, Introduziram o conceito 
dos "antrgenos H" como elemento diferenciador de estlr~s distintas. Este 
sistema de classificação permitiu grande avanço na sistemática dos bacilos, 
inicialmente para as subespéCies de Baclllus thurlnglensl. e posteriormente 
para Baclllus sphaerlcus (de Barjac et ai, 1980). Atualmente estio descritos 
para B. thurlnglensls 31 grupos antigênicos divididos em 37 serovares. Par. 
B. sphHricus não são observados grupos antigênlcos, sendo relatados "" 
serovares para esta espéCie (de Barjac et ai 1985, de BarJac & Frachon, 
1990) • 

Dentre os trabalhos de maior importãncla no laboratório de 
Bacteriologia, da Área de Contro~e BiolÕgico do CENARCEN estio o 
isolamento, a caracterização e a conservação de amostras de Bec:lllus 
entomopatogênlcos. Estes trabalhos, além de preservar os ' recursos genéticos, 
buscam novas estirpes melhor adaptadas às condições onde posteriormente 
poderão ser utilizadas contra pragas da agricultura e Insetos urbanos . 

No citado laboratório, foram experimentadas virias metodologl •• 
para caracterização bioqurmica dos isolados bacilares. (Martln , Traver. 
1989, Travers et ai 1987, Guaycurus, 1991). Todavia, devido i variabilidade 
genética dentro do grupo Baclllus estes testes se mostraram Inconcluslvos. 
Por outro lado, a sorologia flagelar, que emprega anti-soros produzidos 
contra antrgenos H para a caracterização dos Isolados, mostra-se precisa, 
segura e confiável, sendo amplamente empregada (De Barjac , Frachon, 
1990) . 

As metodologias descritas a seguir resultam de adaptações d. 
metodol~la originai (de Barjac & Bonnefoi, 1962) e vem sendo utlllzad .. no 
Laboratório de Bloqurmlca e Imunologia da Universidade Autônoma de Nuevo 
Leon (Monterey, México) para caracterização de sorotlpos de Bec:l11us 
thurlnglensl •• 
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PRODUçAo DE ANTrGENOS FLAGELARES 

Em um erlenmeyer de 50ml, com 10ml de meio caldo nutritivo 
(8g/1), inocula-se 2ml do bacilo que se quer caracterizar e que foi crescido 
em caldo nutritivo por 211 horas. Deixa-se por 8 horas no agitador rotativo 
(300 C1200 rpm) e passa-se uma alçada deste material para um tubo de 
Craiger. Este é um tubo de 111 xl, 5cm com tampa, tendo .m seu Interior 
outro tubo de vidro vazado de 11 x O,Scm, que fica com 3/" do seu 
comprimento mergulhado em um meio espedfico para Craiger (Caldo nutritivo 
13g/1 e agar 2g/1). Uma alçada é Inoculada no centro do tubo vazado, para 
que as bactérias possam desenvolver seus flagelos, migrem do tubo pequeno 
e fiquem entre a parede do tubo pequeno e do tubo grande. No primeiro 
Craiger o material fica entre 15 a 18 horas (300 C) sem agitação quando se 
pode observar o crescimento bacteriano entre os 2 tubos. 

Cuidadosamente retira-se uma laçada do material crescido entr. 
05 dois tubos e passa-se para uma outro cralger, sempre Inoculando no 
interior do tubo vazado, deixando a 300 C por mais 12 a 1If horas, até que se 
observe, como no primeiro, o crescimento bacterlano entre os 2 tubos. 
Recomenda-se neste estágio fazer uma observação microscópica do material, 
corando-se com nitrato de prata (Benden & GOldberg, 1965) para observar a 
presença de flagelos. Caso haja poucos flagelos, passa-se por mais 2 
cralgers, até que a produção de flagelos seja satisfatória. ~ Important. 
salientar que todo este procedimento deve ser feito asseptlcamente em flulCo 
laminar, com todo o material e meios previamente esterilizados. 

ApÓS passar pelos cralgers, retira-se do último, massa bact.rlana 
suficiente para Inocular 2 erlenmeyers de 500ml com 100ml de melo Caldo 
Nutritivo em cada, que são incubados por 5 a 8 horas em Incubador rotativo 
(300 CI2S0 rpm). Findo este tempo, já se observa uma boa turvação do melo. 
05 conteúdos dos dois frascos são homogenelzados em um único .rl.nmyer • 
acrescidos 1110ml de salina formalizada (Formol 37% : 6,Oml e Nacl 8,59 por 1 
litro ). 

oeiICa-se na geladeira por 12 horas e centrlfuga-se a 5000 rpm 
por 15 minutos. ApÓS descartar o sobrenadante, suspende-se o pell.t em 
salina formalizada, e centrlfuga-se novamente nas mesma. condições; 
descarta-se a salina no qual o material foi centrifugado e r ... uspande-se o 
pellet em 10ml de salina formalizada para armazenamento em tubos de .nsalo 
com tampa de rosca. 

Seguindo a metodologia descrita, os antrgenos flagelar •• 
produz)dos em aproximadamente uma semana, podendo ser e.tocados a 
por ate S anos e utilizados em mais de 100 reaçoes antrgeno/antl-soro. 

PRODuçAO DE ANTI-SOROS FLAGELARES 

Os antrgenos produzidos são dilurdos em salina formalizada até a 
escala 3 de Mac Farland (aproximadamente 300 x 109 cel/mll e Inoculados na 
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veia marginal de dois coelhos brancos (3 a 6 meses de Idade) previamente 
identificados. O primeiro inóculo é de 0.5ml e apÓs 9 dias Inocula-se 
novamente lml com a mesma suspensão de antígenos dllufdos. O terceiro 
inóculo de 2ml é feito 6 dias após o segundo e o quarto e último é de 3ml. 3 
dias apÓs o terceiro. 

A sangria da veia mediana da orelha ou intra-cardfaQ. • 
realizada 1 semana apÓs o último inóculo. Retirado o soro é feita titulaçio do 
mesmo em 11 diluições finais que vão de 100 a 25.600 vezes e adiciona-se 
azida sódica (0.3% na concentração final). As diluições são divididas em 
alíquotas de 1 ml e liofilizadas. Nestas condições o soro poderá ser 
armazenado por até 5 anos. com pequena perda de título. 

REACOES ANTrCiENOSI ANTI-SOROS 

Os antígenos flagelares são diluídos em salina formalizada ati i 
escala 3 de MacFarland. Simultaneamente. os anti-soros são dllurdos aI: 10; 
1: 20 e 1: qO e coloca-se 0.1 ml de cada uma dessas diluições em tubos de 
ensaio. adiCionando-se. em seguida. 0.9ml da suspensão de antrgeno a ser 
testado. 

ApóS 2 horas de incubação a 370 C. em estufa ou banho-maria. 
faz-se a leitura dos resultados. A reação é considerada poSitiva quando a 
suspensão está límpida. com um sedimento fioculento e granular no fundo do 
tubo. Para confirmação. o resultado deve ser comparado com a reaçio de 
aglutinação do antrgeno com seu anti-soro homólogo. este já conhecido. 

são utilizados. ainda. 2 tubos para controle:; negativos: um para 
antígeno. outro para anti-soro. No primeiro coloca-se 0.9ml do antfgeno 
dilufdo e 0.1 ml de solução salina e havendo aglutinação. esta metodologia não 
pode ser aplicada. pois trata-se de uma estirpe auto-aglutlnante. No segundo 
tubo coloca-se O.lml do anti-soro que se está experimentando. dllurdo a 1 :10. 
e O. 9ml de solução salina; caso haja aglutinação. o anti-soro deve ser 
descartado. 

RESULTADOS INICIAIS 

Este trabalho realizado no Laboratório de Bacteriologia da Ar .. 
de Controle Biológico é pioneiro na América do Sul. Em um perfodo de 6 
meses já foram produzidos antígenos e anti-soros das seguintes subespécies 
de B. thurlnglensls: thurlnglensls (H1). endomocidus (H6). morrlsonl 
(Hlalb). kenyae (H~4c). tolworti (H9). israelensis (H111). 

Foram caracterizados por esta tecnica 5 estirpes 
isolados de diversas regiões do Brasil. pertencentes aos 
sorogrupos: kenyae (2 isoladOS). kurstaki. entomocidus. tolwortl. 

de bacilos 
seguintes 

Alguns antrgenos preparados com isolados brasileiros de a.dllus 
thurlnglensls não reagiram com nenhum dos 37 anti-soros padrio recebidos do 
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Instituto Pasteur (Paris. França). Estes antrgenos serão. provavelmente. 
enviados a esse Instituto para caracterização. podendo tratar-se de novos 
sorogrupos de B. thuringiensis. 

Usando metodologias semelhantes as descritas para 8. 
thurlngiensis foram também caracterizados sorologicamente 31 isolldos 
brasileiros de Baclllus sphaericus tóxicos contra o mosquito urbano (Culex 
quinquefasciatusl. sendo que todos pertencem ao sorotipo H5 (Schenkel et 
ai. 1991). 

RECOMENDAÇbES 

Tendo em vista que a sorologia flagelar é hoje mundialmente 
utilizada para a classificação de bacilos entomoyatogênicos. recomenda-se que 
as metodologias aqui descritas para a produçao de antrgenos e anti-soros e 
para a realização das provas imunológicas sejam adotadas pelos diversos 
laboratórios brasileiros que conduzem pesquisas em isolamento. Identificação e 
classificação de tais bactérias. 
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