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Comparacao Intralaboratorial de
dois Métodos de Determinacao de
CLso de Bacillus thuringiensis
Téxicas a Larvas de Aedes aegypti

Lilian Botelho Praca’
Fernanda Justen’

Anita Burgamn®

Rose Gomes Monnerat*

Resumo

Este trabalho teve como objetivo comparar dois métodos (procedimentos do laboratério e
da Organizacao Mundial da Saude — OMS) utilizados na realizacdo de bioensaios para
calcular a CLso de B. thuringiensis necessdaria para matar larvas de Aedes aegypti,
buscando atender ao requisito de garantia da qualidade da Norma ABNT NBR ISO/IEC
17025/2005. Os resultados mostraram que as duas metodologias sao eficientes ao uso
pretendido, como uma diferenca na concentracao de B. thuringiensis necessaria para matar
larvas de A. aegypti. O procedimento do laboratdrio demonstrou que larvas de segundo
instar sdo mais suscetiveis ao B. thuringiensis do que larvas de quarto instar, um fato
importante no controle precoce de insetos vetores de doencas, ja que evita a emergéncia
do adulto e a transmissao da doenca, como também possibilita maior economia na
utilizacao de bioinseticidas.

Termos para indexacao: bactéria, controle de qualidade, controle biolégico.

" Engenheira Agrénoma, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Graduanda em Biologia, Universidade de Brasilia — UnB.
8 Graduanda, Centro Universitario de Brasilia — UNICEUB.

4 Bidloga, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.



Intralaboratory Comparison of
two Methods for Determination
of LCso of Bacillus thuringiensis
Toxic to Aedes aegypti Larvae

Abstract

The aim of this study was to compare two methods (Lab procedure vs WHO) used for
performing bioassays to calculate the LCso of B. thuringiensis on Aedes aegypti larvae. The
quality assurance is a requirement of the Standard ISO/IEC 17025/2005 to demonstrate
the quality of results. The two methodologies showed efficient and consistent results
although the concentration of B. thuringiensis required to kill larvae of A. aegypti. The Lab
procedure methodology showed that second instar larvae are more susceptible to B.
thuringiensis that the ones of the fourth. The early control of disease vectors is an
important approach, thereby avoiding adult emergence and transmission of diseases,
besides promoting greater economy in the use of bioinsecticides.

Index terms: bacteria, quality control, biological control.
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Introducao

Em 2005, iniciou-se um programa de implantacao de sistema de qualidade na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia com o objetivo adequar seus laboratérios prestadores
de servicos a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025/2005, cujo érgao brasileiro acreditador é o
Inmetro.

O Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas (LBE) foi priorizado por prestar servicos de
controle de qualidade de bioinseticidas utilizados para o controle do mosquito vetor da
dengue e da filariose. Assim, este laboratério implementou um sistema de qualidade bem
documentado e eficaz para se tornar um dos primeiros laboratérios da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia a ter seus ensaios acreditados.

Nesse contexto, diversos testes sao realizados, entre eles a determinacao da ClLso
(concentracao necessaria para matar 50% da populacdo testada) de biolarvicidas sobre
larvas de Aedes aegypti e/ou Culex quinquefasciatus.

Durante o processo de implantacdao do sistema de qualidade, o laboratério passou por
auditorias externas e durante essas auditorias foram feitas algumas recomendacdes.
A equipe do laboratério foi orientada sobre a necessidade de validar a metodologia do
bioensaio, uma vez que o laboratério segue a metodologia da Organizacdo Mundial da
Saude - OMS, mas com algumas modificacdes.

A partir dessa recomendacao, o laboratdrio iniciou uma discussdo sobre como realizar a
validacdao do método e decidiu por realizar inicialmente uma comparacao intralaboratorial
dos dois métodos com o objetivo de demonstrar a eficiéncia e a estabilidade do método
utilizado pelo laboratério.

Material e métodos

Produto testado

Para a realizacao dos ensaios, foi utilizada a amostra padrao B. thuringiensis subespécie
israelensis Bti IPS-82 origindria do Instituto Pasteur, em Montpellier, na Franca. Esta é a
bactéria padrdo utilizada em ensaios para calculos de CLso (concentracdo necessdria para
matar 50% da populacao testada) de Bacillus thuringiensis téxicas a larvas de A. aegypti.

A metodologia consistiu em realizar bioensaios com uma mesma amostra de B.
thuringiensis ou B. sphaericus e comparar os resultados de CLso obtidos por meio dos dois
métodos.

Insetos utilizados

Larvas de A. aegypti ou C. quinquefasciatus criadas na Plataforma de Criacdo de Insetos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em laboratério regulado a temperatura de
25°C + 2, umidade relativa de 70% + 10 e fotoperiodo de 14/10 horas. A alimentacdo das
larvas foi realizada com biscoitos de racdo de gato (SCHMIDT et al., 2001). Nesse ensaio
para validacdo da metodologia, foram utilizadas larvas de A. aegypti.
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Determinacao da CLso

A determinacao da CLso foi realizada por meio dos bioensaios, utilizando-se o procedimento
de bioensaios para o célculo da CLso de Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus contra
Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti (codigo: 038.11.02.03.3.012). Esse
procedimento consiste em utilizar 25 larvas de 2° instar de A. aegypti para a realizacao
dos bioensaios, colocando-as em copos plasticos com 100 mL de dgua destilada. Para o
preparo da amostra a ser testada, pesou-se 0,05 g de alguma amostra B. thuringiensis
subsp. israelensis Bti IPS-82, que foi transferida para um tubo de ensaio (tubo 1- solucado
A) contendo 10 mL de dgua destilada com concentracao final de 5 mg/mL. Depois de
homogeneizada a solucéao, transferiu-se 100 uL da Solucédo A para tubo B, contendo 9,9
mL de dgua, com concentracao de 0,05 mg/mL, que foi agitada vigorosamente. Em
seguida, transferiu-se um 1 mL da solucao B para tubo C, contendo 9,0 mL de agua, com
concentracao final de 0,005 mg/mL. Apds a homogeneizacao, utilizou-se a Solucao C para
a realizacao dos bioensaios. Os copos foram identificados com as aliquotas
correspondentes as concentracdes das Tabelas 1 ou 2. Trés copos foram utilizados para
cada uma das aliquotas e para o controle. Os valores das aliquotas utilizadas a partir da
Solucao C poderiam variar de acordo com a poténcia do produto a ser testado. Por
exemplo, caso nao ocorresse mortalidade ou alta mortalidade nas dosagens utilizadas,
estas deveriam ser diluidas ou concentradas. A partir disso, deve-se realizar um bioensaio
teste para a determinacao das aliquotas a serem utilizadas no bioensaio, conforme as
tabelas apresentadas a seguir.

Tabela 1. Aliquotas utilizadas na realizacao de bioensaios a partir de amostras sélidas de maior

poténcia.*
1 200 10,0
2 160 8,0
3 120 6,0
4 80 4,0
5 40 2,0
6 20 1,0
7 10 0,5

*Maior poténcia: quando o produto utilizado nos bioensaios € muito eficiente no controle das larvas de mosquitos e pequenas
concentracdes da bactéria sdo necessarias para matar 50% da populacéo testada.
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Tabela 2. Aliguotas utilizadas na realizacao de bioensaios a partir de amostras sélidas de menor
poténcia.*

1 1000 50
2 800 40
3 400 20
4 200 10
5 100 5

*Menor poténcia: quando o produto ndo é tdo eficiente quanto o padrédo B. thuringiensis subespécie israelensis e concentracdes
maiores da bactéria sdo necessérias para matar 50% da populacédo testada.

A leitura e o registro da mortalidade das larvas foram feitos apds 24 horas, pois o inseto
utilizado foi A. aegypti e a bactéria foi uma amostra de B. thuringiensis subsp. israelensis.
Quando s3o utilizadas larvas de C. quinquefasciatus com produtos ou estirpes de B.
thuringiensis e com produtos ou estirpes de B. sphaericus para qualquer uma das espécies,
a leitura do bioensaio deve ser realizada apés 24 e 48 horas. Os bioensaios foram
repetidos trés vezes em trés periodos diferentes. Os dados de mortalidade foram anotados
em caderno-ata por aliquotas. As trés repeticoes dos dados de mortalidade de cada uma
das aliquotas foram somadas e estes dados e suas respectivas concentracdes foram
analisadas por meio dos programas Polo Plus Probit e Logit analyses (ROBERTSON et al.,
2002).

O Método da OMS (1999) consistiu em utilizar 25 larvas de 4° instar de A. aegypti para a
realizacdo dos bioensaios, colocando-as em copos plasticos com 150 mL de agua
destilada. Para o preparo da amostra a ser testada, foram pesados 50 mg de B.
thuringiensis subsp. israelensis Bti IPS-82, que foram transferidos para um tubo de ensaio
(tubo 1- solucdo 1) contendo 10 mL de dgua destilada. A amostra foi homogeneizada por
10 minutos a 700 rpm e depois do uso fechada e estocada a 4° C por alguns meses. A
solucao mae (solucao 1) ficou em uma concentracao final de 5 mg/mL. Depois de
homogeneizada, 0,1 mL da solucao mae foi transferido para tubo 2, contendo 9,9 mL de
agua destilada, que em seguida foi agitada em vortex por poucos segundos, obtendo-se
dessa forma a solucao estoque a uma concentracdo de 0,05 mg/mL. Apéds a
homogeneizacao, a solucao estoque foi utilizada para realizacdo dos bioensaios. Os copos
foram identificados com as aliquotas correspondentes as concentracdes apresentadas na
Tabela 3. Quatro copos foram utilizados para cada uma das aliquotas e para o controle.

Tabela 3. Aliguotas utilizadas na realizacao de bioensaios segundo metodologia da OMS.

1 120 40
2 90 30
3 60 20
4 30 10
5 24 8
6 15 5
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Caso as concentracdes apresentadas nas tabelas ndo sejam suficientes para causar a
mortalidade dos insetos, bioensaios testes deverao ser realizados para definir o nimero de
concentracées que mostrem um resultado de mortalidade entre 10 e 90%. Para os
bioensaios testes, podem ser utilizados apenas dois copos plasticos por concentracao.

A leitura e o registro da mortalidade das larvas podem ser realizados apds 24 horas para

A. aegypti, apos 24 e 48 horas para C. quinquefasciatus com produtos ou estirpes de B.
thuringiensis e apds 24 e 48 horas para produtos ou estirpes de L. sphaericus. Neste caso,
foram utilizadas larvas de A. aegypti e amostras de B. thuringiensis, portanto as leituras
dos bioensaios foram feitas apds 24 horas. Os bioensaios foram repetidos trés vezes em
trés periodos diferentes. Estes dados de mortalidade foram anotados em caderno-ata por
aliquotas. As quatro repeticdes de cada uma das aliquotas foram somadas e os dados
analisados juntamente com suas respectivas concentracoes nos programas Polo Plus Probit
e Logit analyses (ROBERTSON et al., 2002).

Para a comparacao das duas metodologias, as trés repeticoes de cada um dos ensaios
foram avaliadas por analise de varidncia e as diferencas entre as médias foram comparadas
pelo teste de Student-Newman-Keuls, com o auxilio do programa estatistico Sigma Stat
(KUO et al., 1992).

Resultados e discussao

Os resultados obtidos apds a realizacdo dos bioensaios, em que os dois métodos foram
utilizados em triplicata, mostraram que os valores de CLso foram estaveis, o que pode ser
observado pelo intervalo de confianca de 95% apresentado pelas repeticGes em ambos os
métodos testados (Tabela 4 e 5 — 3% coluna), que mostram a sobreposicao dos dados e a
homogeneidade dos resultados das trés repeticoes dentro da mesma metodologia. Além
disso, os resultados das CLso encontradas demonstram a eficiéncia da amostra Bti testada
nos dois métodos utilizados, o que ja tinha sido observado por Praca et al. (2004), quando
utilizaram o Bti como padrdo em seus ensaios para o controle de A. aegypti e C.
quinquefasciatus.

Tabela 4. CLso da estirpe padrao B. thuringiensis subespécie israelensis IPS 82 a larvas de 2° instar
de A. aegypti — Procedimento do Laboratério.

1 1,720 1,284 - 2,142

2 1,379 0,941 - 1,953

3 1,623 0,647 - 2,546
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Tabela 5. CLso da estirpe padréo B. thuringiensis subespécie israelensis IPS 82 a larvas de 4° instar
de A. aegypti — Metodologia da OMS.

1 13,113 8,883 - 17,5699
2 9,677 5,907 - 12,688
3 13,938 9,700 - 18,949

Os resultados da tabela 6 mostraram que houve diferenca entre as concentracoes
necessarias para matar as larvas utilizadas em cada um dos métodos (ANOVA: F = 66,89,
P = 0,001), uma vez que larvas de 2° instar utilizadas no procedimento do laboratério
apresentaram uma maior suscetibilidade a B. thuringiensis israelensis IPS-82 que as larvas
de 4° instar utilizadas no método da OMS, portanto maiores concentracdes do produto
foram necessarias para matar as larvas de 4° instar.

Tabela 6. Comparacao dos dois métodos de bioensaio para célculo de CLso da estirpe padrao B.
thuringiensis subespécie israelensis IPS 82 a larvas de A. Aegypti.

Procedimento/Laboratério 1,541a

OMS 12,243b

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao apresentam diferencas significativas entre os tratamentos.

Conclusoes

HUANG et al. (1999) afirmaram que lagartas do 2° instar de Ostrinia nubilalis (Hibner)
foram muito mais sensiveis ao B. thuringiensis do que as mais velhas, nao havendo
diferencas significativas entre o 3°, 4° e 5° estagios nas diferentes concentracoes
testadas. Este fato é de suma importancia, uma vez que lagartas precisam ser controladas
o0 mais rapidamente possivel, pois, quanto maiores elas sdo maiores é a capacidade
alimentar e de repasto sanguineo e maior o prejuizo para a agricultura e a saude publica.

No entanto, quando se avalia a efetividade da estirpe, observa-se uma concentracao
menor necessdria para matar larvas de 2° instar, o que demonstra a possibilidade de um
menor custo no controle, além de um controle precoce das larvas que se nao forem
controladas no tempo certo, poderao mudar de estagio larval para pupa e em seguida para
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adulto, que é o estagio responsavel pela transmissao da dengue. Além disso, as bactérias
do género Bacillus atuam de forma mais eficiente apenas nos primeiros estagios larvais dos
insetos (ESPINDOLA et al., 2008), pois ndo agem sobre os estagios de pupa e adulto. Por
todos os fatores relatados acima, a equipe do Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas
optou por utilizar o procedimento do laboratério, pois é adequada ao uso pretendido e
retrata a realidade do campo em seus ensaios.

Por ser B. thuringiensis um principio ativo altamente eficiente na fase larval dos insetos,
inécuo ao ser humano e ao meio ambiente e utilizado em todo o mundo ha mais de 60
anos, é importante a sua utilizacao nos primeiros estagios de desenvolvimento larval para a
obtencdo de excelentes resultados. Dessa forma, evita-se a proliferacdo do mosquito e a
transmissao da dengue, doenca que significa risco a salude e a sobrevivéncia da populacao
brasileira.
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