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Daniel Geherin Souza Dias?
Rose Gomes Monnerat®

Resumo

Dentre as atividades desenvolvidas em programas para o controle de dengue, ha
situacOoes em que é necessario o uso de larvicidas nos criadouros de mosquitos
para reduzir a populacao de Aedes aegypti. Neste sentido, o organofosforado
temefés, tem sido amplamente empregado. Entretanto, recentemente, em doze
estados brasileiros, foi detectada resisténcia de populacées de mosquitos a este
principio ativo. Assim, produtos a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
foram introduzidos pela Fundacao Nacional de Saude (FUNASA) na rotina de
tratamentos. Este trabalho teve como objetivo comparar a eficacia de trés
diferentes formulacdes comerciais de Bti e uma de temefés em condicdes de
campo simuladas realizadas em caixas d’agua com e sem exposicao direta a luz
solar. Os tratamentos foram realizados em triplicata e o no controle nio foi
adicionado nenhum produto. Duas vezes por semana as caixas foram povoadas
com 20 larvas jovens de terceiro instar de A. aegypti. Diariamente as caixas
d’agua foram inspecionadas e as pupas contadas e removidas. A porcentagem
semanal de producao de pupas foi utilizada para avaliar a atividade larvicida e
persisténcia das formulacdes. Quando esta porcentagem atingia o nivel de 10%,
o tratamento era finalizado. O produto temefés controlou 100% das larvas nas
caixas expostas e ndo expostas a luz solar durante todo o experimento. O tipo
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de formulacao e exposicao a luz solar parece ter influenciado muito a atividade
dos larvicidas. Sob exposicao direta a luz solar, a formulacado CG, utilizada pela
Fundacao Nacional de Saude (FUNASA) controlou 100% das larvas durante

1 semana. Ja as formulacdes em tabletes e WDG controlaram respectivamente
durante 2 e 3 semanas. Nas caixas d’dgua nido expostas diretamente a luz solar,
a formulacao CG controlou 9 semanas, o tablete 5 e 0o WDG 11 semanas.

Palavras-chave: bioinseticida, bacilo e mosquito.



Larvicidal persistence of
Bacillus thuringiensis
israelensis formulations
to control Aedes aegypti
larvae

Abstract

After the detection of resistance to the organophosphate temephos in

Aedes aegypti populations in Brazil, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
formulations as corncob (CG) and water dispersible granules (WDG) were
introduced in routine focal treatments. Larvicidal persistence and the influence of
exposure to sunlight of VectoBac formulations of Bti and Fersol 1G of temephos
sand granule was compared in 250 | fiberglass water reservoirs. Larvae of a
susceptible strain of Aedes aegypti were added to each box twice a week, to
look for pupal production. The temephos formulation maintained 100% control
throughout the 12 week period in all situations. Under sunlight exposure,
VectoBac CG control dropped below the 90% level in the second week after
treatment at both doses (1 and 2 g/l). VectoBac T at 1 tablet/50 I, provided two
weeks of 100% control, instead of the one week reached with 1 tablet/100 I.
VectoBac WDG at both doses (1 and 2 g/500 I) provided 100% control for
three weeks. Without sunlight exposure (covered boxes), VectoBac CG provided
9 weeks of continuous 100% control at the higher dose, whereas the lower
dose provided 5 weeks of continuous 100% control. The VectoBac T provided
initially two weeks of 100% control, after this period, control level fluctuated
between 96-100%. VectoBac WDG provided continuous control of 100%
during seven weeks for the lower dose and six weeks for the higher dose.

In both doses of WDG 100% control was achieved in 11 weeks out of the

12 week period.

Key-words: biological control, mosquito, entomopathogenic bacteria



Persisténcia larvicida de formulacdes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
para o controle de larvas de Aedes aegypti



Persisténcia larvicida de formulacdes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
para o controle de larvas de Aedes aegypti

Introducao

Entre as atividades dos programas de controle de dengue, a reducao dos
criadouros de larvas é a chave para manter baixas densidades da populacao de
Aedes aegypti, e assim reduzir o risco das epidemias de dengue. Larvicidas sao
importantes nesse contexto, para tratar os focos do mosquito, quando sua
eliminacao fisica imediata nao é viavel, como por exemplo, em alguns
reservatorios de agua (PAHO, 1994).

O organofosforado temefds com baixa toxidade e boa persisténcia na formulacao
de granulos de areia, tem sido amplamente utilizado nos programas de controle
de dengue (Rozendaal, 1997). Entretanto, tem sido detectada resisténcia ao
temefds em populacdes de Aedes aegypti (Rawlings & Wan, 1995; Macoris et
al., 1999), levando a implementacao de outras alternativas de larvicidas, para
evitar falhas no campo. Este é o caso do Brasil, onde apés a deteccao de
resisténcia ao temefés em populacdes de Aedes aegypti de 12 Estados,
formulacdes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti), em granulos de
sabugo de milho (CG) e granulos dispersiveis em agua (WDG) foram
introduzidas na rotina do tratamento focal (Vilarinhos, 2002). Para essa
finalidade, a Fundacao Nacional de Sadde tem importado centenas de toneladas
de produtos comerciais de Bti, na auséncia de producao comercial no Brasil
(Vilarinhos, 2002).

O objetivo deste trabalho foi comparar o desempenho de trés formulacdes de
Bti e uma de temefds em reservatoérios de agua, para investigar a persisténcia
larvicida e a influéncia da exposicao a luz solar.

Material e Métodos

Caixas d’agua de fibra de vidro com capacidade para 250 litros de agua foram
dispostas em uma area aberta, em dois grupos (Fig. 1); 1) com tampas cobrindo
apenas 50% da caixa, permitindo a penetracao direta da luz solar através da
coluna de agua (Fig. 2); 2) com as tampas fechadas, bloqueando a penetracao
da luz solar na coluna de a4gua dentro da caixa.



10 Persisténcia larvicida de formulacdes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
para o controle de larvas de Aedes aegypti

Fig. 1. Vista das caixas d'adgua de 250 litros

Fig. 2. Detalhe das caixas d’dgua cobertas parcialmente
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Apods o enchimento das caixas com agua de torneira, os tratamentos foram feitos
em trés repeticoes, com trés caixas nao tratadas mantidas como testemunhas
cobertas e descobertas. As formulacdes, produtos e doses utilizados nos
experimentos sao apresentados na Tabela 1. As doses menores de Bti CG e
WDG sao as mesmas usadas no programa nacional de controle da dengue, assim
como é a dose de temefds (1 ppm).

Tabela 1. Produtos de Bacillus thuringiensis israelensis e temefés, testados para
persisténcia larvicida na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Produto (potencia) Formulacao Dose (UTI/)
VectoBac® T(2,200 UTI/mg) Tablete* T1 = 1T/100 1 (7,700)
T2 = 1T/50 I (15,400)

VectoBac® WDG(3,000 UTI/mg) Granulos WDG1**=1g/5001(6,000)
dispersiveis WDG2 =2g/5001 (12,000)
em agua

VectoBac® CG(200 UTI/mg) Gréanulos de CG1** = 1g/50 | (4,000)
sabugo de milho CG2 = 2g/50 | (8,000)

Fersol 1G Granulos de areialg/10 1**

®: VectoBac é a marca registrada pela Valent Biosciences Corporation (VBC).
UTI = Unidades To6xicas Internacionais para Aedes aegypti.
* O tablete (VectoBac T) ainda ndo esté disponivel comercialmente pela VBC.

** Dose recomendada pela FUNASA.

A temperatura da dgua nas caixas foi registrada por um sensor digital de 64 bits,
programado para fazer leituras a cada quatro horas.

Duas vezes por semana, nas segundas e quintas ferias, 20 larvas jovens de
terceiro estadio foram adicionadas a cada caixa (Fig. 3). As larvas de A. aegypti
foram obtidas de col6nia de laboratério (Fig. 4), de uma cepa suscetivel de

A. aegypti, originada do laboratério da USDA de Gainesville, Flérida.
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Fig. 4. Sala de criacdo de mosquitos

As caixas foram verificadas diariamente para a producao de pupas. As pupas dos
controles e tratamentos eram removidas das caixas, contadas e registradas

(Fig. 5). A porcentagem de producao de pupas por semana, nas caixas
testemunha e tratadas foi usada para avaliar a atividade larvicida e a persisténcia
das formulacdes.
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Fig. 5. Contagem de pupas para avaliacdo do experimento

Resultados

A producao de pupas de Aedes aegypti é apresentada na Fig. 6. A porcentagem
de larvas que atingiram o estagio pupal nas caixas controle a cada semana variou
entre 7 a 50% nas caixas descobertas, e 9 a 60% nas caixas cobertas.

A temperatura da agua variou entre 18,5-31,0°C nas caixas descobertas

(media 23,4°C) e 19-31°C nas caixas cobertas (média 22,5).
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Fig. 6. Producdo de pupas nas caixas testemunha.
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A persisténcia larvicida das formulacdes expressa em termos de producao de
pupas de Aedes aegypti é apresentada nas Figs. 7 a 10.
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Fig. 7. Atividade larvicida das formulacGes em caixas d'dgua expostas a luz solar
direta (sem tampa).
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Fig. 8. Atividade larvicida das formulacGes em caixas d'dgua expostas a luz solar
direta (sem tampa).
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Fig. 10. Atividade larvicida das formulacbes em caixas d'dgua ndo expostas a luz
solar direta (com tampa).

A formulacao de temefés em granulos de areia (Fersol 1G) manteve 100% de
controle durante todo o periodo de 12 semanas em ambas as situacdes de
exposicao ao sol (dado nao apresentado).

Sob exposicdo solar, o controle com VectoBac CG caiu abaixo de 90% na
segunda semana apds o tratamento em ambas as doses (Figs. 7 e 8). VectoBac
T na dose mais alta, manteve duas semanas de 100% de controle, enquanto
que a dose menor alcancou uma semana de 100% de controle (Figs. 7 e 8).
VectoBac WDG manteve 100% de controle por trés semanas em ambas as
doses (Figs. 7 e 8).

Sem exposicao solar (caixas cobertas), o VectoBac CG manteve 9 semanas
seguidas de 100% de controle na dose mais alta, enquanto que a dose mais
baixa manteve 5 semanas seguidas com 100% de controle. Apds a décima
semana o resultado foi igual nas duas doses (Figs. 9 e 10). O VectoBac T
manteve inicialmente duas semanas com 100% de controle, apds esse periodo,
o nivel de controle flutuou entre 96 a 100%, e ambas as doses alcancaram
100% em 5 das doze semanas do periodo experimental (Figs. 9 e 10).
VectoBac WDG manteve controle de 100% por 7 semanas seguidas na dose
mais baixa e 6 semanas na dose mais alta. Em ambas as doses do WDG, 100%
de controle foi obtido em 11 das 12 semanas do periodo experimental.

15



16

Persisténcia larvicida de formulacdes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
para o controle de larvas de Aedes aegypti

Discussao

De acordo com os resultados apresentados, entre as formulacdes testadas,
VectoBac CG parece ser a mais afetada pela luz solar, dado que nessa condicéo,
foi obtida apenas uma semana de controle mesmo na dose mais alta, a despeito
da concentracao mais alta de principio ativo desta dose, que foi mais alta que a
dose mais baixa de Bti WDG (8000 e 6000 UTlIs respectivamente). A eficacia
do VectoBac T foi maior na dose mais alta, mas mesmo assim, o controle foi
inferior ao observado com a dose mais baixa de WDG, com menos da metade do
contetdo de ingrediente ativo (15.400 e 6.000 UTIs respectivamente).

Os dados sugerem que outros fatores, além da quantidade de principio ativo e
poténcia, desempenham papel importante na persisténcia das formulacdes de Bti.

A mais longa persisténcia larvicida foi obtida com VectoBac WDG, que em
ambas as doses manteve 100% de controle por trés semanas, ou mais de 90%
por 5 semanas na dose mais alta. Os resultados observados por Melo-Santos et
al. (2001), com uma formulacao experimental em tablete, produzida por
Far-Manguinhos (CP41), em caixas expostas e ndo expostas a luz solar, sdo
similares aos aqui apresentados. Em caixas expostas ao sol Melo-Santos et al.
(2001) obtiveram 5 semanas de 90% de controle, igual a observacao para a
formulacdo WDG na dose mais alta, para o mesmo nivel de controle.

A persisténcia do tablete de Vectobac T sob luz solar foi inferior em trés
semanas a observada para o tablete CP41. Entretanto, a potencia do CP41 e o
dado para a duracdo do controle no nivel de 100% no trabalho de Melo-Santos
et al. (2001) nao foi informado. Nas caixas cobertas, a persisténcia de todas as
formulacdes de Bti foi equivalente no presente trabalho, e foi mais longa da
observada com CP41, porque mais de 90% de controle foi obtido durante

11 semanas (Figs. 9 e 10). Entretanto, os resultados com WDG foram melhores,
uma vez que os tratamentos mantiveram 100% de controle por 11 semanas,
enquanto que o resultado que mais se aproximou deste foi obtido com a dose
mais alta de CG, que resultou em 9 semanas com 100% de controle.

A suscetibilidade do Bti a luz solar é bem documentada (lgnoffo et al., 1981;
Liu et al., 1993; Myasnik et al., 2001). Os resultados obtidos neste trabalho
estdo de acordo com as observacdes dos autores citados, uma vez que houve
uma diferenca notavel na persisténcia sob exposicao solar em geral, quando
comparada com os tratamentos das caixas cobertas. Os dados de temperatura
nao sugerem que haja influéncia deste parametro, considerando que as
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temperaturas foram muito préximas nas duas situacdes (caixas d’agua cobertas
ou expostas).

Conclusao

A formulacao de temefds em graos de areia (Fersol 1G), na dose de 1 g/10 |
(1 ppm) proporcionou 100% de controle das larvas de Aedes aegypti nos
reservatorios de agua, com ou sem exposicao solar.

A exposicao a luz solar afetou significantemente a persisténcia dos
bioinseticidas. A dose de campo de VectoBac CG atualmente recomendada pela
FUNASA proporcionou 100% de controle das larvas de Aedes aegypti nas
caixas de agua expostas diretamente a luz solar durante uma semana; dobrar a
dose (2 g/50 1) ndo aumentou a persisténcia larvicida, sob exposicao solar.

VectoBac CG na dose de 2 g/50 | proporcionou nove semanas seguidas de
controle de 100% das larvas de Aedes aegypti, nos reservatérios onde a dgua
nao esteve exposta a luz solar direta, periodo que superou em quatro semanas o
obtido com a dose recomendada pela FUNASA.

VectoBac T na dose de 1 tablete/50 | proporcionou duas semanas seguidas de
controle de 100% das larvas de Aedes aegypti, mesmo nas caixas onde a dgua
esteve exposta a luz solar direta.

VectoBac WDG proporcionou trés semanas seguidas de controle de 100% das
larvas de Aedes aegypti, com a dose de 1 g/500 | nas caixas onde a dgua
esteve exposta a luz solar direta; esta dose manteve o nivel de controle bem
préximo dos 100% durante doze semanas, nas caixas onde a d4gua ndo esteve
exposta diretamente a luz solar.
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