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RESUMO

Neste trabalho foram determinados a atividade #6&io desempenho em campo simulado
de um larvicida experimental a baseR#illus thuringiensis israelensiontra larvas de
Aedes aegyptiDiferentes lotes de producdo de pé técnico (R€Mgamulado, foram
avaliados em bioensaios, para definicdo das corg@mes que eliminam 50% (6. das
larvas e definicdo da poténcia do produto. Um dteslfoi submetido a diferentes doses de
radiacdo gama para a inativacdo dos esporos, sawdliado quanto a viabilidade
microbiologica e toxicidade. As apresentacdes emmpconido (C) contendo 15% de
principio ativo, em PT e em p6 técnico irradiad®lfFPoram testadas nas concentragdes de
250 mg/50L de a4gua, em recipientes plasticos, emdicdes simuladas de campo (TCS). A
eficacia inicial do produto foi estimada pela mhdzde de 50 L4 déAe. aegyptiapos 48 h

de exposicao, e a persisténcia, mortalidade obdaraa longo do tempo, pela introducéo
periodica de 50 L1 e recuperacdo de pupas. Osiepteg foram submetidos as seguintes
variaveis: exposi¢cdo solar ou sombra, renovaca@d¥% ou 60% do volume da agua
periodicamente, e a diferentes frequéncias de @alodio. Amostras de agua foram
coletadas para a verificagcdo de esporos viaveiC(tdj nos recipientes tratados. Os
resultados demonstraram que existem diferentesisnide toxicidade entre os lotes
avaliados em laboratério, mas que estas diferemasomprometem a atividade larvicida
do produto em TCS. A Gk média foi estimada em 0,260,1 mg/L, com poténcia de 750
UTI/mg. A dose de 20 KGy de radiagdo gama inativou o mpecentual de esporos
(99,9%) com menor perda da toxicidade. Em TCS, PTle C promoveram de 90 a 100%
de mortalidade inicial e controle total durante éses, na sombra. Nao houve diferencas
entre recipientes que sofreram ou ndo reposicaagda, nem entre aqueles colonizados
com diferentes numeros de larvas. A densidade daslatambém n&o influenciou a
concentracdo de esporos ao longo do experiments.rémpientes tratados com PTI as
concentracdes de esporos viaveis foram inferiosesb&ervadas para o PT em todas as
coletas. A exposicao solar foi o Unico fator queitbu o tempo de persisténcia do produto
nos recipientesConcluimos que o produto avaliado apresenta bokdgda de producao

com niveis altos de toxicidade e excelente persigé



ABSTRACT

The larvicidal activity of an experimental formutat of Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti) was evaluated under laboratory and Semi Fethditions againsAedes aegypti
(Linnaeus) larvae. Different samples of technicalwger (TP) were bioassayied, to
establish the concentrations that eliminate 50%s{)6f the larvae as well as the product
potency. One sample was submitted to different gamadiation doses for inactivation of
the spores. A tablet (T), containing 15% of activciple, the TP and irradiated technical
powder(ITP) were tested at the concentrations 250 mgiOlater, in plastic containers.
The initial efficacy was measured by L4 mortalifyea 48h of exposure, and the residual
activity, was assessed by periodical introductibhland pupae recovery. The containers
were submitted to the variables: sunlight direqiasition, renewal of 20% or 60% of the
water volume at regular intervals, and to differenlbnization frequencies. Water samples
were periodically taken from treated containergstimated spore concentration. Results
showed different toxicity levels among the TP sasaph laboratory, but these differences
didn't commit larvicidal activity under TCS. The ameLGs, of the product was 0,26 0,1
mg/L, with an equivalent potency of 750 ITU/mg. TRadiation with 20 KGy caused a
99,9% spore inactivation, but the ITP toxicity stealha 50% reduction. Under TCS, larval
mortality ranged from 90% to 100% after 48 h expedo either ITP or TP or T and all the
three materials promoted 100% mortality over thpeeixnent time, witch was 180 days.
There were no differences among containers thdersaf or no water replacement, nor
amongst those colonized with different numbers afvde. The larvae density didn't
influence the concentration of spores along theegwgent. In the containers treated with
ITP the concentrations of viable spores remainéerior to those observed for TP along
the experimental time. Direct sunlight expositioasathe only factor limiting the toxicity
persistence in the containers. We concluded that etkperimental product evaluated

presents good production quality with high levdlsoaicity and excellent persistence time.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Bactérias entomopatdégena®acillus thuringiensisisraelensis (Bti)

Em 1902 Ishiwata isolou de larvas Bembyx morium bacilo patogénico, ao qual
deu o nome de “sotto disease bacillus”. Em 191%|irer reisolou o bacilo, revelou
alguns aspectos da patogenicidade e, ao descréamtéxia que foi denominadgacillus
thuringiensisem 1915, notou a presenca de cristais protéicognpndo estabeleceu sua
relacdo com a toxicidade. Apenas em 1953 Hannageguiu relacionar a patogenicidade
dessa bactéria com a presenca de cristais em asulagporuladas. Segundo ele, estes
cristais, ou corpos paraesporais, podiam indugticamia em larvas de insetos, o que foi
comprovado experimentalmente por Angus (1956). Betxoberta estimulou o interesse
por estas bactérias, levando a pesquisa e obtahegdoumeros isolados dBacillus
thuringiensisde diferentes regiées do mundo (HABIB; ANDRADE9&Y

A sorovariedadeBacillus thuringiensis israeleng¢i$14 (Bti), bactéria aerdbica
esporulante, foi isolada de cadaveres de larvasadguito por Goldberg e Margalit (1977)
e caracterizada por de Barjac (1978). Testes dadadie tdxica desta sorovariedade
demonstraram acgédo larvicida contra culicideos eul§il®mos. Na familia Culicidae, os
géneroLulex AnophelesAedesPsorophorae Mansoniasao susceptiveis a este patdégeno
(DE BARJAC, 1990). A atividade larvicida do Bti éstelacionada com os cristais
protéicos, geralmente em forma bipiramidal, quéugm 4 principais pro toxinas Cry4A,
Cry4B, CryllA e CytA, de pesos moleculares 125 kD kDa, 68 kDa e 27 kDa,
respectivamente. Quando ingeridos pelas larvagsusis, estes cristais sdo solubilizados
no limem intestinal, em pH alcalino, liberando estqxinas, que séo clivadas por enzimas
proteoliticas em fragmentos menores, tornando-smde ativas. As toxinas interagem
especificamente com receptores da membrana apcadteistino medio, causando sérios
danos ao epitélio, que culminam com a morte da alafGILL; COWLES;
PIETRANTONIO, 1992). As toxinas agem sinergicamguaiea a completa expressédo da
toxicidade (CRICKMOREet al, 1995; PONCETet al, 1995). O tempo requerido para
expressdo maxima da toxicidade é de 24 horas desie&o das larvas ao Bti. Estudos

sobre a toxicidade do Bti destacam a alta susckqditbe doCulex quinquefasciatus do
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Aedes aegyptbem como sua inocuidade para a fauna nao alvangada nos criadouros
destas espécies (GARCIA; DES ROCHERS; TOZER, 1980).

1.2 Reciclagem bacteriana

As bactérias formadoras de esporos pertencem emaiogia a familia Bacilaceae,
incluindo cinco génerosBacillus Sporolactobacillus Clostridium Desulfotomaculurne
SporosarcinaO género aerébicBacillus é o maior, seguido pelo anaeréi@tostridium
(LIU; BAJPAI; BIHARI, 1994). Do processo de espacdio resulta um enddsporo
dormente, que sob condi¢cdes favoraveis pode germdaado origem a uma célula
vegetativa. S8o as bactérias formadoras de espsrde maior potencial para o controle
biol6gico, pois esta € uma caracteristica que lb@sfere resisténcia as condicdes
ambientais adversas e um dos pré-requisitos paapsaducdo em escala industrial
(MORAES; CAPALBO; ARRUDA, 1998).

O Bacillus thuringiensis israelensi® encontrado naturalmente no solo, em
ambientes aquaticos e em cadaveres larvais deognsem algumas circunstancias os
cadaveres larvais servem como ambiente favoravetrescimento e multiplicacdo da
bactéria (ALY, 1985; ALY; MULLA; FEDERICI, 1985; KAWALED; BARAK;
ZARITSKY, 1988). Ha evidencias que o Bti também @@ reciclar em organismos néao
alvo. Manasherotet al. (1998) observaram, em vacuolos do protozodetrahymena
pyriformis, crescimento bacteriano e producdo de esporosieatode Bti, capazes de
causar mortalidade em larvdse. aegypti.Entretanto, ainda ha controvérsias sobre a
capacidade de reciclagem do Bti em condi¢des dp@@dMULLA, 1990). Por outro lado o
Bacillus sphaericusoutra bactéria toxica para larva de mosquitospm@provadamente
capaz de se reciclar em criadouros utilizando dgwaes larvais para sua multiplicacdo
(NICOLAS; DOSSOU-YOVO; HOUGARD, 1987; DES ROCHERSARCIA, 1984,
BECKERet al, 1995).
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1.3 Producéao de bactérias entomopatogénicas

O interesse comercial no desenvolvimento de predp#wa o controle microbiano
de insetos iniciou-se em torno de 1950, quandoeseepeu a possibilidade de manipular
microorganismos para causar epizootias em inseteseptiveis, sem causar danos as
espécies benéficas. Bactérias esporulantes podemtikeadas no desenvolvimento de
produtos inclusive em escala industrial. Sua pradygassa pelas etapas de fermentacéo,
recuperacdo do ingrediente ativo e formulagdo. Raméo, € necessario conhecer as
relacdes entre as linhagens e os processos fetiiesta fim de maximizar a producéo,
realizando o crescimento em condi¢gfes fermentatieasdmicas (MORAES; CAPALBO;
ARRUDA, 1998).

Dentre os diferentes processos fermentativos eragosgna producédo do Bti, o
mais usual € o processo submerso descontinuo,ah@ gueio nutritivo liquido é utilizado
para suspender e propagar a biomassa bacteriarestdigo final da fermentacéo as fontes
de nutrientes se tornam limitantes, promovendo poretacdo e posterior liberacdo de
cristais e esporos no meio de cultura. O caldol fioatém uma suspensédo de células
remanescentes do processo, fragmentos celularés) de esporos e cristais, que
predominam (BRYANT, 1994).

O préximo passo consiste em recuperar o princifpio,gpodendo ser utilizados os
métodos de centrifugacao, micro filtracdo ou flagéb visando a recuperacao dos esporos
e cristais protéicos que se encontram misturadoses (COUCH, 2000; LUNA; LOPES,;
MASSARANI, 2002).Esta € uma etapa critica do processo de produgde, @ poténcia
do produto pode ser reduzida, caso a recuperagasef@adequada (BRYANT, 1994).

A centrifugacdo é um método bastante empregadentamto pode gerar perdas de
10 a 15% dos solidos. Este método pode ser segoidoma micro filtracdo que garante a
recuperacao de 100% dos sélidos, mas se tornandisge em termos de equipamento e
tempo (COUCH, 2000). A floculagcédo é uma alternagigea recuperar 0S esporos e cristais
bacterianos, pois permite sua conversdo em graagltegados, favorecendo a deposicao
gravitacional. Varias substancias que induzem eréoem a floculacdo podem ser
utilizadas, como polimeros e compostos inorganicpse separam satisfatoriamente a
biomassa (LUNA; LOPES; MASSARANI, 2002).
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Ao longo do desenvolvimento do produto, a verifi@ada atividade téxica, através
de bioensaios utilizando insetos alvo, deve séa fedra garantir a qualidade do produto
final, servindo como parametro para dar continuedad etapas posteriores do processo
(HABIB; ALVES; ALVES, 1998). Além de ser utilizado na avaliacdo e padewgdo de
produtos, os bioensaios também podem ser realizadoslo se deseja conhecer o nivel de
susceptibilidade de populagbes de insetos ao Bte ¥essaltar que o uso continuo de Bti
em programas de controle de culicideos, por 10 ,anés resultou na perda de
susceptibilidade da populacdo-alvo (BECKER; LUDWIG93).

1.4 Formulagdes de bioinseticidas

Os entomopatdgenos microbianos podem ser aplicgmoss, isto €, em
preparacfes sem nenhum aditivo, ou podem passanpprocesso de formulacdo visando
melhorar a sua estabilidade, dispersdo, cobertonaopénea e desempenho no campo
(BATISTA FILHO et al,, 1998). Segundo Ceroén (2004), o objetivo de féamé promover
uma correta combinacdo de auxiliares inertes esdhgnte ativo para formar um produto
estavel, eficaz e de facil aplicacéo.

A selecdo de substéancias adjuvantes adequadasegtrdena importancia para o
sucesso de uma formulagdo. Quando usados corrégnestes componentes otimizam a
atividade do ingrediente ativo e melhoram as caristicas dos produtos formulados,
agindo inclusive como fotoprotetores e fagoestimigis. Os ingredientes inertes, diluentes,
conservantes, absorventes, fotoprotetores e aisatidevem conferir ao produto
propriedades que favorecem o armazenamento pralondas formulacbes bioldgicas.
Quando néo escolhidos adequadamente os aditiv@srpse associar ao entomopatégeno,
podendo causar incompatibilidade, perda de vidikde inativagcdo do principio ativo
(BATISTA FILHO et al, 1998).

As pesquisas que caracterizam as relacfes ent@mgmnentes de um formulado e
os fatores que interferem em sua producdo (tempearauimidade e outros), tém
favorecido, com o avanco tecnoldgico, o desenvawiim de formulacées com melhor
estabilidade do principio ativo, atividade residuatilidade de aplicacdo em campo e
tempo de estocagem e inclusive adequacgéo ao hathédiitos dos insetos alvos (BECKER
et al, 1991; BECKER; RETTICH, 1994; BATISTA FILH@éx al, 1998; COUCH, 2000).
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Existem diversos tipos de produtos a base de Spiodiiveis no mercado (Tabela 1):

formulacdes liquidas,

como concentrado emulsiondgel suspensdo concentrada;

formulagbes sélidas que requerem a secagem doigdnativo antes da adicdo dos

adjuvantes, como po e pdé molhavel, granulos, bragpiepérolas e comprimidos. Este

altimo processo, apesar de ser mais oneroso, frpecdutos que apresentam maior

concentracao e estabilidade do ingrediente atiamdo comparado as formulagdes liquidas

(COUCH, 2000).

Tabela 1. Produtos a base Bacillus thuringiensissorovar.israelensisdisponiveis no

mercado. (Modificado de MELO-SANTOS, 2001 e BECKER(Q3)

Nome comercial Formulagéo Poténcia (UTI/mg)'
Aquabac P6 primario 7.000
Bactimos PP P6 primario 10.000
Bactimos WP P6 molhavel 5.000
Teknaf’ P6 molhéavel >10.000
Bactimos G Granulado 200
Teknar G Granulado 200
Ice cubes Granulado de gelo 45
VectoBac TP P6 técnico 5.000
Teknar TC PG técnico 10.000
VectoBac WDG Granulado dispersivel em agua 3.000
VectoBac DT Comprimido 2.250
Culinex Tab plus Comprimido 2.250
VectoBac'AS Suspensao aquosa 1.200
AquabaC Suspensao aquosa 1.200
Teknar HP-D Fluido concentrado 1.200
VectoBac 12 AS Fluido concentrado 1.200
BioToucH’ Fluido concentrado 1.000
Bactimo$ FC Suspensao concentrada 600
Bt-horus S€ Suspensao concentrada 700

TUTI: unidade téxica internacion&Produto desenvolvido no Brasil (Empresa Bthek)fase de registro.
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O processo de producao e formulacdo de entomopaisgieve também levar em
conta os custos da producao e o preco final doupppdjue deve ser compativel com a
realidade do mercado e permitir a continuidade daduygzdo (ALVES; MOINO;
ALMEIDA, 1998; BATISTA FILHO et al., 1998).

Apesar do Bti ser seguro ambientalmente e ndo adenéscos a saude humana
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1999), em alguns fsais é exigido, para o uso
em agua potavel ou em alguns ecossistemas, probatdsrianos livres de esporos ou
contendo esporos inviaveis. Estes tipos de procifezecem um nivel extra de seguranca,
além de maior aceitacdo por parte da populacdo WDAGE; CORREA; GALLEGOS-
MORALES, 1990; BECKER, 2002).

1.5 Padronizacao de produtos

Com o aparecimento das primeiras formulacdes coamgra base ddacillus
thuringiensis surgiu também a necessidade de estabelecer rtwi@dopara comparagao
de produtos desenvolvidos em diferentes regidgsti®eiro protocolo estava baseado na
contagem de esporos, no entanto, como o numerosp@os nem sempre reflete a
guantidade de cristais protéicos, este método welore falho, sendo substituido pela
metodologia baseada na comparacdo dasp L(€oncentragbes letais para 50% dos
individuos) dos produtos, para padronizagéo decidas bacterianos. Esta técnica tornou-
se o instrumento utilizado pelas industrias de éetacédo e de desenvolvimento de
formulacbes (SKOVMAND; ISABELLE; BENZON2000).

Os valores de L&, determinados através de bioensaios em laboratGdausados
na padronizacao e determinacao da poténcia dositpsgdara larvas déedes aegyptno
caso do Bti. A poténcia € expressa em Unidade &odxiternacional por miligrama

(UTI/mg) e é obtida utilizando a seguinte formula:

Poténcia da amostra (UTI/mg)= kfpadrdo x poténcia padrao/ ¢fda amostra testada

Para o Bti, o padrao utilizado € o IPS-82 (isol&884), cuja poténcia contra larvas
de # estadio (L4) dé\edes aegypfoi estimada em 15.000 UTI/mg do p6 (DE BARJAC,;
LARGET- THIERY, 1984) (Anexo).
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De acordo com leis nacionais e internacionais, antilade de ingrediente ativo e
poténcia do produto devem estar mencionadas ndordm embalagem. Estes valores
devem ser mantidos com precisdo em todas as resndesproducédo, para estabelecer
padroes e metodologias de controle de qualidade. iB@®, o monitoramento da producgéo
deve ser feito desde o processo de fermentacandsgenvolvimento da formulacéao final.
Por razGes de segredo industrial, aspectos asssciaagroducdo em massa das bactérias
entomopatogénicas sdo pouco publicados na literaiantifica (BATISTA FILHOet al.,
1998; COUCH, 2000).

1.6 Registro de produtos

O passo seguinte ao desenvolvimento e padronizdedprodutos bacterianos
consiste em seu registro nos orgaos publicos cemigst Nos Estados Unidos a Agéncia
de Protecdo Ambiental (EPA), com base em estatutegislacdes federais, regulamenta o
registro dos biopesticidas, testes e informacéesddentidade e propriedade biolégica do
produto, modo de acdo e manipulagéo, eficiéncsdues, propriedades fisico-quimicas,
ecotoxicologia e comportamento ambiental do ageriteobiano, além da Avaliacdo do
Impacto Ambiental (EIA) que sdo exigidos no prooeds registro (NARDO; MORAES;
SA, 1998).

No Brasil, até 1993 a regulamentacdo para o regikrprodutos biolégicos era a
mesma estabelecida para os produtos quimicos, odpera satisfatério, pois os agentes
microbianos apresentam modo de acao diferenciddmieém potencial de sobrevivéncia,
multiplicacdo e dispersdo no ambiente, diferends.ano seguinte, apos esforgos de
grupos de pesquisadores e com o interesse de c¢ahzaigéo destes produtos, o IBAMA,
através da Diretoria de Registro, Controle e Figagéio, propds a avaliacdo especifica para
agentes microbianos de controle. Esta portariarsugeavaliacdo de risco de produtos
contendo agentes microbianos e disponibilizacéimfdemacdes para o registro submetido
a instituicdes. Estas informacdes servem paratregisiefinitivos e Registro Especial
Temporario (RET), exigido para novos produtos deslidbs a pesquisa e experimentacao,
ainda nao registrados para producgdo, comerciabzacautilizacdo no pais (NARDO;
MORAES; SA, 1998).



ARAUJO, A.P. Avaliacdo de um biolarvicida ... 8

Para a utilizacdo de produtos em campanhas de paibtiea e em tratamentos de
agua, o Ministério da Saude avalia a sua eficiéoorao larvicida e o risco do produto a
saude humana, o IBAMA realiza a avaliacdo ambiergaviando os resultados ao
Ministério da Saude, que conclui a apreciacao diidpede registro (NARDO; MORAES;
SA, 1998).

1.7 Fatores que podem influenciar a atividade de pdutos em campo

Antes de serem preconizados para 0 uso, larvicdddmse de Bti devem ser
avaliados em condi¢des que simulem aquelas endastem campo. A biologia do inseto
alvo, a do patégeno e as interacfes entre elesrdsee conhecidas. Fatores biologicos
associados a fatores ambientais tém importantd pagiesempenho de produtos a base de
bactérias entomopatogénicas (BECKE& al, 1992). Os diferentes niveis de
susceptibilidade das espécies de mosquitos asagpseu comportamento alimentar, o grau
de disponibilidade das toxinas na zona tréfica ldagas sdo alguns fatores que podem
influenciar a eficacia de produtos larvicidas (BEERKet al, 1992; MULLA, 1990).

Outros fatores devem ser considerados, como pompre densidade larval,
estadio larval e presenca de organismos ndo aleengaios de Bti contra larvas de 4°
estadio Ae. vexansmostraram que a ligé 7 vezes mais alta quando se aumenta a
densidade de 10 para 75 larvas /150istb indica que quanto maior o niumero de larvas,
maior a quantidade de produto necessario para pemaocontrole larvicida (BECKERt
al., 1992). A sensibilidade das larvas ao Bti dimi@uwedida que elas se desenvolvem. Foi
demonstrado, por exemplo, que L2Akdes vexansdo 11 vezes mais sensiveis ao Bti que
L4 (BECKERet al, 1992) e L2 dé\edes aegyptao de duas a seis vezes mais sensiveis ao
Bti do que larvas de 4° estadio; isto acontece ymngara causar letalidade em larvas
menores, pequenas quantidades do produto sacestdisi(MULLA, 1990). A presenca de
outros organismos filtradores como os Cladocerarauiustaceos branquiopodos, também
ocasiona a reducédo da toxicidade no ambiente: losegade LGy eLCqy S80 5 € 6 vezes
mais altos na densidade de B8phniasp./150 ml do que na auséncia de individuos desta
espécie (BECKERt al,1992).
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Temperatura: as taxas de alimentacéo de larvasodguitos séo influenciadas pela
temperatura da agua. Becker al. (2002) demonstraram que a taxa de alimentacdo de
larvas deAe. vexangliminui a medida que a temperatura cai, sendaraad10 vezes mais
sensiveis ao Bti a 25°C do que a 5°C.

Sedimento e agitacdo: a quantidade de sedimentaatiria organica no ambiente
aquatico pode afetar a eficacia do Bti, pois adiqdas tdxicas podem se tornar
indisponiveis na zona tréfica de alimentacdo das$a A agitacdo € um importante fator,
podendo favorecer a ressuspencéao das particuisasSHEERAN; FISHER, 1992).

Radiacdo solar: diversos estudos sobre a atividad&arvicidas bacterianos em
campo tém demonstrado que a luz solar, em especadiacdo ultra violeta (UV), € um
dos fatores que mais afeta a persisténcia destesitps, por causarem a inativacdo das
toxinas (OBETA, 1996; NAYARet al., 1999; MELO-SANTOSet al., 2001; ARAUJO,
2003).

Reciclagem bacteriana: cadaveres larvais contémentds e o micro ambiente
necessarios a multiplicagcdo bacteriana e produedtoxinas associadas ao processo de
esporulacdo. Experimentos realizados por étlal (1985) comprovaram a reciclagem do
Bti em cadaveres larvais dee. aegyptiB. sphaericusbactéria altamente eficaz contra
larvas deCulex é comprovadamente capaz de se reciclar no arabierd presenca dos
cadaveres larvais contribui para manutencdo dosisnile toxicidade (DES ROCHERS;
GARCIA, 1984; NICOLAS; DOSSOU-YOVO; HOUGARD, 198BECKERet al., 1995).

Estes conhecimentos ressaltam a importancia dadintento do impacto destes e
de outros fatores no desempenho de larvicidas digulé. Experiéncias com tratamentos
rotineiros de criadouros de culicideos tém demadstrque o uso de concentracdes e
formulagbes apropriadas as situacdes locais pade ganhos operacionais, econémicos e
ecologicos, otimizando os programas de controléra@species de mosquitos (BECKER;
RETTICH, 1994).

Testes sob condi¢des simuladas de campo (TCS)oséiderados adequados para
avaliar e comparar diferentes produtos, bem comdatmses envolvidos na eficacia e
persisténcia de sua atividade larvicida com magusnca do que os testes realizados em
condicbes reais de campo (THIERYal, 1999; REGIS; SILVA; MELO-SANTOS, 2000;
MELO-SANTOSet al, 2001).
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1.8 Uso de formulacdes a base de Bti no Brasil

O Brasil iniciou, em 1983, experimentos com agehiekgicos para o controle de
simulideos. O estado do Rio Grande do Sul foi pronea substituicdo do temephos,
inseticida quimico organofosforado, por produtdsage de Bti utilizando-o em sua rotina
de controle. O controle de espécies de simulicespecialment8. pertinaxtem o objetivo
de reduzir a populacdo destes dipteros hematofpgos, além de estarem relacionados
com a transmissdo de doencas como a oncocercasantdorte incomodo e prejuizos a
agropecuaria e as atividades turisticas. (MARDEN&L, 2000; POLANCZYK; GARCIA,;
ALVES, 2003). Em 1986 a Secretaria de Saude da@esta Sdo Paulo iniciou o uso de
produtos a base de Bti, no programa de controlrdelideos ao longo da Serra do Mar e
em 1990 este biolarvicida substituiu completamemte&iso do temephos (ARAUJO-
COUTINHO, 1995). Estes sao os dois programas emegeno Brasil que utilizam Bti
visando o controle de simulideos, ambos com extedaesultados, demonstrando ser este
um método eficiente (VILARINHOS®t al, 1998).

Até o ano de 2000, o Programa Nacional de Conttal®engue (PNCD) utilizava
exclusivamente inseticidas quimicos no combatesetd vetor do dengusedes aegypti
(FUNASA, 2002). O Ministério da Saude divulgou e®0@, que entre 69 municipios
investigados, em 19 deles foi confirmada a resistéde populagdes naturais de.
aegypti ao temephos. Outros 16 municipios apresentaramlggdj®es com indicios de
resisténcia em desenvolvimento, incluindo Recif@daboatdo dos Guararapes, 0s quais
passaram ao “status” de resistentes no ano se@Eldi¢ASA, 2000). Produtos importados
a base de Bti foram incorporados ao programa erh, 2@6ando garantir a sustentabilidade
das acOes de combate Ae. aegyptinos municipios onde a resisténcia ao temephos foi
confirmada (BRAGAet al, 2004; VILARINHOS; MONNERAT, 2004).

1.9 OAedes aegypti e sua importancia epidemioldgica

O Aedes aegyptiinnaeus, 1762 € um diptero da familia Culicidaeneontra-se
distribuido nas regides tropicais, subtropicaisreperadas. Apresenta freqientemente um
padrédo descontinuo de distribuicdo, em decorrédaialispersdo passiva de seus ovos,

muitas vezes depositados em produtos que podemzemara agua utilizados no
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intercambio entre paises (FORATTINI, 1965; CONSOLQURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

Seu ciclo biolégico compreende as fases de ovarauestadios larvais, pupa e
adulto (Anexo). As fémeas, preferencialmente awfiibpas, apés realizarem o repasto
sanguineo necessario a maturacdo de seus ovossaep@ ao final da digestdo procuram
0s sitios para oviposi¢cdo. Os ovos sdo depositadtedamente nas paredes internas de
recipientes como tonéis, caixas d’agua, descagavasos, pneus ou outros contendo agua,
gue servirdo de criadouro para o desenvolvimenteuds formas imaturas. As larvas se
alimentam continuamente como filtradoras ndo selstie raspadoras de superficie,
completando o ciclo entre 8 e 15 dias. Em condigiebkientais adversas, como a perda
progressiva de agua dos recipientes, 0s ovos pedérar em quiescéncia e se manterem
viaveis por periodos prolongados (CONSOLI; LOURENBB-OLIVEIRA, 1994,
SILVA; SILVA, 1999).

O Ae. aegypte o principal responséavel pela manutencéo do dielsansmissdo da
dengue em éareas urbanas (HENCHAL; PUTNAK, 1990)fékseas, uma vez infectadas,
permanecem transmitindo o virus para hospedeirosahos durante a hematofagia e,
verticalmente, a um percentual dos seus descersdesmelongo de sua vida (JOSHI,
SINGHI; CHAUDHARY, 1996). Este mosquito havia sido considerado eraadi do
territorio brasileiro na década de 50, no entamim © seu ressurgimento e disseminacao
entre 1976-1977 no Rio de Janeiro e Salvador, hdisfersdo para os demais estados
(PONTES; RUFFINO-NETO, 1994). Em 1998 todos os desabrasileiros estavam
infestados peld\e. aegyptie em 23 deles a transmissédo viral ja estava éstidee com
circulacédo simultanea dos sorotipos 1 e 2 em Hilest localizados sobretudo nas Regides
Nordeste e Sudeste do pais (FUNASA, 1999).

A dengue é atualmente a principal doenca re-emergenmundo e h& varios anos
€ um dos mais sérios problemas de saude publi@aasid (TAUIL, 2002; POLANCZYK;
GARCIA; ALVES, 2003). A Secretaria de Vigilancia edaude (SVS) do Ministério da
Saude registrou, durante o ano de 2005, um tot&i08e789 casos notificados de dengue
forma classica (BRASIL, 2005). Quando comparadoumero total de casos entre 0s
meses de janeiro a novembro com 0 mesmo perio@0@k verificou-se um aumento de
84,4% no numero de notificacdes. Na regido Nordestre um aumento de 157,6% em
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relacdo a 2004 e o estado de Pernambuco se situaresro lugar, com 12.051 casos
registrados em 2005, com a ocorréncia de 18 casdehide hemorragica de dengue e 2
Obitos. A circulacdo autoctone dos sorotipos 1, 2 do virus foi identificada em 24

unidades federadas brasileiras. Os estados de &mitaina e Rio Grande do Sul

permanecem sem circulagdo do virus. N&o ha aimgistnes da circulagdo do DENV-4 no

Brasil (BRASIL, 2005).

O aumento no numero de casos de pessoas infeeddascia as dificuldades em
manter sob controle doencas como a dengue, queeapaen alta velocidade de propagacao
e inexisténcia de vacina capaz de proteger as agfes humanas (GUBLER; CLARK,
1995). Por este motivo, as estratégias de congsti@ centradas no combate ao vetor,
unico elo vulneravel da cadeia epidemioldgica dagde. Além de acbes de controle, é
necessaria uma constante vigilancia entomologidaando monitorar a densidade
populacional do vetor em diferentes areas, ideatifie caracterizar os criadouros,
acompanhar a evolucao dos indices de infestac&aliaraa susceptibilidade da espécie-
alvo aos agentes quimicos ou biologicos usados mgrgma (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1995).
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2. HIPOTESE

A eficécia e a duracdo da atividade larvicida delptos a base de Bti € afetada por
fatores biologicos e ambientais.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar a influéncia de alguns fatores ambisntobre a eficicia inicial e a
persisténcia de um larvicida biologico experimerdabase deBacillus thuringiensis

sorovar.israelensigBti), para o controle ddedes aegypti

3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar os niveis de atividade larvicida derentes lotes de po técnico a

base de Bti, através do célculo das concentraefas,lcom base em bioensaios.

b) Conhecer a performance da formulacdo em comgwimbmparando-a com 0 po

técnico, pré-formulado.

c) Verificar o efeito da radiacéo solar e da déioigrogressiva sobre o tempo de
persisténcia da atividade larvicida em condicOesisidas de campo.

d) Investigar a reciclagem bacteriana nos recipgentratados com produtos
contendo esporos ativos ou inativados por irradiaca

e) Mensurar a persisténcia do produto em funcaimed@éncia de colonizagdo dos
recipientes experimentais.

f) Avaliar a estabilidade do produto mantido emdig@es de armazenamento.
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submisséo de artigos a revista (Anexos).
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RESUMO

A atividade larvicida de um produto experimental t¢cnico (PT) e comprimido (C) a base
de Bacillus thuringiensis israelensi@Bti) foi avaliada em laboratério e sob condi¢bes
simuladas de campo (TCS), contra larvasAdseles aegypt{Linnaeus). Dez lotes de
producdo de po técnico foram testados para definig& Cko e poténcia do produto. A
eficacia inicial, bem como a atividade residuabforavaliadas em TCS. A eficacia inicial
foi mensurada pela mortalidade de L4 nas primeiBab de exposicdo e o efeito residual
foi avaliado pela adicdo semanal de 50L1 e contagempupas sobreviventes. 250 mg do
PT ou 01 C foram adicionados a 50 L de agua, eipieetes plasticos, sendo renovado a
intervalos regulares, 20% ou 60% deste volume.eDipientes foram mantidos em locais
com ou sem exposicao direta ao sol. As@dbédia do produto foi estimada em 026,1
mg/L, com poténcia de 750 UTI/mg. Apesar das difeas de toxicidade entre lotes do PT,
a eficacia inicial foi de 98% a 100%, independemtet®m da Ckodo lote. Tanto PT como C
tiveram bom desempenho a sombra, promovendo centothl durante 6 meses. A
renovacdo de agua dos recipientes néo afetou idamtésdo produto. Ao sol, dependendo
dos niveis de insolagdo, houve rapida reducdo idialade, com perda total apds quatro
semanas, ou manutencdo de bons niveis de atividadeida por mais de 2 meses. Os
resultados demonstraram excelente desempenho dhutprmas condicdes avaliadas,
principalmente a sombra. Ao sol, a atividade redido produto é fortemente influenciada

por variacdes sazonais.

PALAVRAS- CHAVE: Bti, novas formulagGes, comprimsloteste em campo simulado,

controle biolégico de mosquitos
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ABSTRACT

The larvicidal activity of an experimental formutat of Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti) was evaluated under laboratory and Semi Fethditions againsfAedes aegypti
(Linnaeus) larvae. Ten samples of technical poW@e) were assayed to establish the,d-C
as well as the product potency. The larvicidal \étgtiof the TP and the tablet was
evaluated under semifield condition to assessrttiali efficacy measured by L4 mortality
after 48h of exposure, and the residual activitgasured by introductions of L1 recovery
of pupae. In this case, either 250 mg of TP or @ 2fg tablet were added to 50 liter of
water, in plastic containers. At regular interva#28% or 60% of the water volume was
replaced. Recipients were exposed to sunlight orameed in shadowed places. Results
showed that the mean k£of the product was 0,260,1 mg/L, with an equivalent potency
of 750 ITU/mg. In spite of the existence of sigeaiint differences in the toxicity among
some technical powder lots, the initial efficacytbé product ranged between 98% and
100% and persisted during four to six months inpieats settled in the shadow. The
renewal of water didn't affect the activity of tpeoduct. According to the season of the
year, the larvicidal activity in the containers egpd to the sunlight was completely lost
after four weeks, or remained at satisfactory keWet more than 2 months. We conclude
that the product showed an excellent performanspeaally in shadow. Seasonal
differences strongly influences the persistence tohthe product in containers exposed to

the sunlight.

KEY WORDS: Entomophatogenic bacteria, Bti, tablerniulation, semi field test,
mosquito control
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INTRODUCAO

No mercado mundial existem cerca de 200 produioshbianos registrados para o
controle de insetos, dos quais 50% séo a baseatériba entomopatogénicas do género
Bacillus (Alves et al.1998). Estes agentes microbianos sdo 0s maisadiil&z em todo o
mundo no manejo integrado de pragas (MIP) agriceta@sretudo espécies de lepidopteros
e coledpteros. Dentre os ativos contra dipterosngertancia médico-sanitaria,Bacillus
sphaericus(Bs) e oBacillus thuringiensis israelensi®ti), sdo os mais utilizados para o
controle de culicideos e simulideos (Ruas Neto 1B®igard et al. 1997; Mardini et al.
2000; Regis et al. 2001). O Bti sintetiza durarge processo de esporulacao, cristais
protéicos com acdo inseticida, compostos por quatnzipais pré-toxinas Cry4A, Cry4B,
CryllA e CytA, de pesos moleculares 125 kDa, 13%,kB8 kDa e 27 kDa,
respectivamente. Seu mecanismo de acdo envolvgeat@iv e solubilizacdo dos cristais
seguida pela clivagem das pré-toxinas, sua ativagétoxinas e interacdo com células do
epitélio intestinal de larvas susceptiveis (Gill at 1992). Estas toxinas agem
sinergicamente para a completa expressdo da tegieidPoncet et al. 1995), o que
dificulta a selecdo de populagdes de insetos easest a este patdgeno. Este fato tem sido
demonstrado na pratica em programa de controlaltgd=os na Alemanha, que utiliza o
Bti desde 1980 (Beckeé Ludwig 1993). Outro aspecto importante é a selddide da acao
toxica do Bti para larvas de espécies de culicigesimulideos, garantindo a seguranca do
seu uso prolongado e em larga escala, sem dan@s gsuécies ndo alvo. Estas
caracteristicas fazem do Bti um agente de escodina garantir a sustentabilidade de
programas de controle, inclusive daqueles cujaslpgpes alvo se tornaram resistentes aos

larvicidas quimicos (Guillet et al. 1990; Mardinia. 2000; Regis et al. 2000; Regis et al.
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2001; Lima et al. 2003). No Brasil, larvicidas séale Bti passaram a ser utilizados no
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD)rtér me 2001, para 0 manejo de
populacbes de Aedes aegypti (Linnaeus) resistentes ao temephos, inseticida
organofosforado utilizado desde 1986 (Macetisal. 1999; Fundacdo Nacional de Saude
2002; Macorist al. 2003).

Os primeiros produtos a base de Bti disponiveisneocado foram formulactes
liquidas. Produtos liquidos s&o inerentemente yeg&apor ndo oferecerem protecdo
duradoura ao principio ativo, que fica mais exp@st@dversidades ambientais do que em
formulagbes sdlidas (Couch 2000). Trabalhos resetéen demonstrado que produtos
sélidos com liberacao lenta do principio ativo s&s indicados para o controle Aedes
aegyptj do que os liquidos (Becker 2000; Melo Santos. &0®1). Segundo Couch (2000),
além dos fatores relacionados a manutencéo ddidads do microorganismo durante as
fases de fermentacao, concentracéo e recuperag¢éiondassa, o desenvolvimento final da
formulacdo é extremamente importante para obteproduto eficaz e viavel no que diz
respeito ao custo da producao.

Avaliacbes de produtos de Bti nas décadas passadasmvam variacdes de
persisténcia da atividade larvicida entre 1 e 3as@®, dependendo das condi¢bes do
ambiente onde o produto era aplicado, indicandeaessidade de aplicacbes frequentes
(Hougard et al. 1997; Mulla 1990; Becnel et al. @;9Batista Filho et al1998). Novas
formulacdes, mais apropriadas as caracteristicacidadouros e aos habitos alimentares
das larvas de culicideos e simulideos tém sidondesadas, resultando em aumento da
persisténcia, com constantes ganhos operaciona@)0micos e ecologicos (Becker,
Rettich 1994, Melo Santos et al. 2001). Para malordesempenho do Bti em campo,

novos produtos continuam sendo desenvolvidos, bhdscabter maior estabilidade e tempo
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de armazenamento, facilidade de manuseio e apticgggracional, sem perda de qualidade
(Couch 2000). No presente trabalho sdo apresentexiosrimentos de avaliacdo em

laboratorio e sob condi¢des simuladas de campogdperoduto a base de Bti desenvolvido

para o controle de larvas Be. aegypti.

MATERIAL E METODOS

Insetos. Foram utilizadas larvas daedes aegyptprovenientes da col6nia Recife-Lab,
mantida no Insetario do Departamento de Entomol@igAM/Fiocruz desde 1996. As
condi¢bes de manutencao foram?2@°C, UR de 65% a 85%, fotoperiodo 12/12 (L/D),

alimentacgéo diaria com racéo para gatos (Whigkasterilizada e macerada.

Produto experimental. Para este estudo, amostras de poO técnico e de ioudgpr
contendo 15% de principio ativo, provenientes dereintes lotes de producao Bacillus
thuringiensis israelensi@Bti), cepa IPS82, foram fornecidas pela Biotecgma Industria

e Comércio Ltda (BIOTICOM). O processo de produgdovolveu o crescimento
bacteriano em meio a base de sais minerais, gliedsgpa de maceracdo do milho, pelo
processo de fermentacdo submersa descontinuaafistelA cultura foi produzida em
fermentador tipo tanque agitado e a biomassa fparada através da técnica de
floculacdo/sedimentacdo para obtencdo do princifio (esporos e cristais protéicos), de
acordo com a metodologia descrita por Luna e802), com modificagdes. O sedimento
obtido foi centrifugado e seco em estufa, com &gdo de ar, a 3& para a obtencdo do
pé primario, representado pelo principio ativo sideos solidos do meio. Em seguida,

foram adicionadas substancias adjuvantes, entseuaiaprotetor solar, para a obtencéo do
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po técnico ou pré-formulado. Este procedimentorégetido na producdo de 10 lotes
(bateladas). A concentracdo de esporos viaveisntlmmepatdégeno foi verificada pela
contagem de colbnias crescidas sobre a superfiaieeib agar nutritivo (AN) em placas de
Petri, a partir de amostras dos pos técnicos (10dmgo técnico/ 4,5 ml de agua
esterilizada). Suspensdes a'¥6ram submetidas a um choque térmico de 80°C por 12
minutos, para eliminacdo das formas vegetativas. deguida foram feitas diluicdes
seriadas destas amostras. Aliquotas dpl Blas suspensdes 1010° ou 10" foram
distribuidas em cinco pontos no meio AN e incubahasstufa a 30°C por 24 horas, para a
contagem das unidades formadoras de colonia (UFRESeptes na placa. Os resultados da
contagem foram analisados estatisticamente atrdwé3rograma DIFMED e as médias
comparadas pelo Teste t-student. A pureza micrdhicd de cada lote foi analisada

segundo a metodologia descrita por Medeiros (2001).

Testes da atividade tdxica em laboratérioO pé técnico de cada lote foi avaliado quanto
a atividade toxican vivo para larvas de 4° estadio (L4) Aedes aegyptiOs bioensaios
seguiram o protocolo padrédo para preparactes deeBtrito por de Barjac & Larget-
Thiéry (1984). Grupos homogéneos de 20 L4 foramosigs a sete diferentes
concentracdes do produto, em trés réplicas, pala oancentracdo, por um periodo de 24
horas. O grupo controle foi constituido por 20 & rxpostas ao Bti, em trés réplicas. As
concentracgdes letais para 50% £g}le 90% (Clgo) das larvas foram estimadas a partir dos
dados de mortalidade, através de regressao linggrbbit, usando o programa SPSS 8.0
for Windows (1997). A Cky serviu como parametro para a determinacédo da @atéo

produto experimental, em unidades tdxicas inteamais (UTI/mg), comparado ao
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liofilizado padréo IPS82, do Instituto Pasteur.a¥rs de uma analise exploratéria de dados
com os valores de Gg.foi calculada a mediana e construido um interdal@onfianca de
95% para analise da toxicidade dos lotes. Foraactaizados como “outliers” os valores
gue ultrapassaram em duas ou mais vezes 0 limjerisu pré-estabelecido, sendo

desconsiderados na avaliacéo.

Testes sob condi¢cbes simuladas de campo (TC®mostras de pd técnico e de
comprimido de trés lotes foram avaliadas sob cdmdicsimuladas de campo de acordo
com a metodologia descrita por Melo-Santos et24l01). Estes testes foram realizados
para comparar diferentes lotes e diferentes fodeagpresentacdo do produto (pd técnico e
comprimido), quanto a atividade larvicida. As seges concentracdes foram avaliadas:
250 mg de po6 técnico/50 L de agua e um comprima@%D mg/50 L de 4gua bruta (de
poco). Os experimentos foram realizados em recipientestipté transparentes (56,4 x
38,5 x 37,1 cm), preenchidos com 50 litros de ag@agpoco, colocados em uma area
coberta (96 ff). Para cada tratamento foram utilizadas trésa@glialém dos controles ndo
tratados, também em triplicata. A temperatura eHoda agua foram verificados trés

vezes/semana.

Avaliacdo de efeitos de variaveis sobre a atividadirvicida. Os efeitos de duas
variaveis sobre a atividade larvicida residual cmpto foram avaliados: exposicéo direta a
luz solar (Fig. 1A e B) e graus de reposicdo deadmes recipientes, de acordo com o

desenho experimental mostrado no Quadro 1.
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Avaliacdo do desempenho do produto em campo simuladDois parametros foram
utilizados na avaliacdo do desempenho do produtarir@eiro deles foi a eficicia inicial,
medida pela taxa de mortalidade de 50 L4 jovensr@dpiente, nas primeiras 48 horas
apos a aplicacdo do produto. O segundo, a persistén atividade larvicida residual,
periodo em dias durante o qual a mortalidade lafvial> 80%, foi mensurada pela
introducdo semanal de 50 L1 e recuperacdo de pBpas.comparacdo entre os tempos de
persisténcia dos diferentes tratamentos foi utbz® teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para duas amostras, ao nivel de signifieAde 5%, através do programa

estatistico SPSS versao 8.0 for Windows (1997).

Avaliacdo da estabilidade do produto em armazenamém A estabilidade do produto
em funcdo do tempo de armazenamento foi verificadatervalos trimestrais por um
periodo total de 12 meses. Foram testados os0&tes02 de producdo. De cada lote, oito
embalagens individuais contendo 10 comprimidos ¢adan mantidas em local seco, ao
abrigo da luz, e a temperatura ambiente variandZbfl@ 27°C e umidade relativa (UR) de
60% a 80%. Trés dos 10 comprimidos de uma embalalgeiwada lote foram retirados
aleatoriamente para a avaliacdo da eficacia deaterem TCS, utilizando grupos de 50

L4, com leitura de mortalidade apos 48 h de expgosic
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Quadro 1. Descricéo dos testes sob condi¢cdes simuladasnaigoc@ CS) realizados com um produto experimentese ddacillus

thuringiensisisraelensiscontra larvas dAedes aegyp{Recife-Lab).

Grupo Condicéo Periodo do ano Renovacédo de volume de agua Total de
experimental Apresentacao experimental 3 vezes por semana larvas?
Lote 01 Pé técnico Sol Fevereiro —Maio/05 20% 1.650

Sombra Fevereiro — Agosto/05 0% e 20% 7.200
Comprimidao Sol Fevereiro — Maio/05 20% 1.650
Sombra Fevereiro — Agosto/05 0%, 20% e 60% 10.80(
Controle Sol Fevereiro — Maio/05 20% 1.650
Sombra Fevereiro — Agosto/05 0%, 20% e 60% 3.600
Lote 10 Pé técnico Sol Setembro-Outubro/05 20% 600
Novembro/05-Marc¢o/06 20% 2.550
Comprimido Sol Setembro-Outubro/05 20% 600
Novembro/05-Marc¢o/06 20% 2.550
Sombra Setembro/05- Margo/06 20% 3.600
Lote 05 Comprimido Sombra Setembro/05- Margo/06 20% 3.600
Controle Sol Setembro-Outubro/05 20% 600
Novembro/05-Marc¢o/06 20% 2.550
Sombra Setembro/05- Margo/06 20% 3.600

IComprimido contendo 15% de principio ativdntroducéo de 1 grupo de 50 L1 semanalmente nasieates, somando um total de 46.800 larfAmienas uma réplica de cada

tratamento.

32
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RESULTADOS

Atividade toxica e avaliacdo da concentracdo de emws viaveis

Os valores de G e Clgy dos dez lotes do pé técnico sdao mostrados na & dbel
Os resultados revelam diferencas de niveis deitlaxle entre eles, sendo possivel agrupa-
los, em funcéo dos valores de ggk respectivos intervalos de confianga, em: 1) 0433
0,166 mg/L, 2) 0,184 a 0,279 mg/L, 3) 0,390 a 0,48¥L e 4) > 1,2 mg/L. O lote 03
mostrou ter uma toxicidade muito inferior aos dexnaendo, portanto, classificado como
“outlier” (Fig. 2A) e desconsiderado nas avaliacdaissequentes. A analise do intervalo de
confianga (95%) indicou uma GJmédia de 0,26t 0,10 mg/L para o produto, cuja
poténcia calculada, tomando por base g@é 0,013 mg/L do IPS82, foi 750 UTI/mg de
produto. Os lotes 01 e 07 apresentaram atividadkci@da maior e os lotes 04 e 05
atividades menores do que a média esperada (Fig. 2Fiabilidade microbioldgica,
estimada pelo nimero de unidades formadoras daiapfdi similar entre os lotes 01, 05 e
10, no entanto, as Gdapresentaram variacdo de até 3,7 vezes entrdTahsla 2). O
desempenho de comprimidos de cada um destes titessfado em condi¢des simuladas

de campo (TCS).

Desempenho em campo simulado
No TCS, a eficacia inicial do pé técnico e do camo-lote 01 foi de 100%. A do
comprimido-lote 05 e comprimido-lote 10 foi de 98%sombra ou ao sol. Nos recipientes

controles, a mortalidade variou de 0 a 16%. Oslteefos relacionados com a persisténcia
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da atividade larvicida em recipientes a sombra €kal3) revelaram que o pd técnico e
comprimido-lote 01 permaneceram eliminando 100% ldasas durante os 180 dias de
experimento, apds um Unico tratamento. Os compasnidos lotes 05 e 10 testados a
sombra promoveram 100% de mortalidade larval destfedia até o final do experimento,

aos 180 dias apd6s um unico tratamento, ndo haveifel@ncas significativas entre eles

(p=1). A atividade larvicida do lote 01 n&do sofreu modifido em funcdo da renovagéo
periodica de até 60% volume de agua. Independentersbvacdo de 20% ou 60% ou néo
renovacdo de agua, e da apresentacdo (po técnicongarimido), o produto permaneceu

eliminando 100% das larvas no periodo de 180 dias.

Ao sol, a atividade larvicida residual nos recipésntratados com o p6 técnico e o
comprimido-lote 01, em fevereiro-maio de 2005, sstave por 11 semanas, com indices
de mortalidade oscilando entre 55% e 100% (FigO3menor indice de mortalidade foi
registrado uma semana ap0s o tratamento, momentuerocorreu 0 maior valor médio
de insolacéo (9,2 h/dia) no periodo. No caso dtépiico e comprimido-lote 10, testados
no periodo de setembro-outubro de 2005, houve wredagprogressiva da mortalidade a
partir da 22 semana, com perda completa da ateitaslicida na 42 semana (Fig. 4). Em
outubro foram registrados valores mais elevadomsi@lacao no ano de 2005 (Fig. 6).
Quando o mesmo produto foi testado em um periodo miveis menores de insolacéo
(novembro/2005 a margo/2006), permaneceu eliminaoe 66% e 97% das larvas
durante 17 semanas (Fig. 5). Em todos os testeslaoma mortalidade igual a 100% foi
verificada apenas na 12 semana apdés o tratamento.

A temperatura da agua nos recipientes variou de® 2631,3°C ao sol e de 26,3° a
29,8°C a sombra, ao longo dos periodos de tesfgd @a agua variou de 6,9 a 9,9 nos

recipientes ao sol e de 6,9 a 8,4 nos recipiensesnira.



ARAUJO, A.P. Avaliacdo de um biolarvicida ... 35
Os testes de estabilidade realizados com comprémidos lotes 01 e 02

demonstraram que nao houve alteracdo na eficdcialide controle do produto em TCS,

gue se manteve acima de 97% ao longo de 12 meabsl§T4), sob condicbes usuais de

armazenamento.

DISCUSSAO

Neste trabalho, um produto a base de Bti avaliatboas formas de pé técnico e de
comprimido apresentou um nivel desejavel de atigd@xica para larvas dee. aegypii
boa estabilidade em condi¢cdes de armazenamentceterte tempo de persisténcia da
atividade larvicida em campo simulado, principalteeros testes conduzidos a sombra.

As Clso para L4 deAe. aegyptidefinidas a partir dos bioensaios de amostrade
lotes de po técnico produzidos sob condi¢cBes pahdas, revelam variagcdes da ordem de
até 4,7 vezes no nivel de toxicidade entre as aasdtm dos lotes foi eliminado por
apresentar atividade muito baixa, os demais tivararaeis aceitaveis de toxicidade. Dois
lotes apresentaram atividade larvicida significatiente maior do que a média estimada
(CLso= 0,26+ 0,1mg/L, poténcia de 750 UTI/mg)dois tiveram atividade menor do que
esta. A literatura sobre producdo de bactériasn@yatogénicas registra variacbes da
toxicidade, consideradas inerentes ao processaoatdieigiio, podendo resultar de diversos
fatores, desde pequenas diferencas em parametrastemperatura, oxigénio dissolvido,
pH e concentracdo de agucar durante a fermentatéoa perda de cristais protéicos
durante a recuperacao ou formulacdo da biomasszmivada (Couch 2000; Skovmageid

al. 2000). Segundo Skovmand et al. (2000), nem seim uma correlacdo linear entre a
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concentracdo de esporos de uma cultura e a qudatida cristais toxicos produzidos
durante o processo fermentativo. Este foi, alidspativo da substituicdo do parametro
concentracao em esporos pela medida da toxicidaldg)( na padronizagéo dos produtos
(Skovmand et al. 2000). Nossos resultados corrobesta observagéo visto que nao houve
uma correlacdo direta entre a quantidade de esparesis e a toxicidade dos diferentes
lotes do produto (Tabela 2). Melo-Santos (2001 pealiar outro produto experimental a
base de Bti, observou uma concentracdo de espoperiar (9,0 x 18 UFC/mI) e
toxicidade similar (Cko0,5 mg/L) a registrada no presente estudo.

Foram testados, em campo simulado, amostras dedifeggntes lotes, sob as
formas de po6 técnico e comprimido, com graus deittade acima, abaixo e igual & média
estimada para os nove lotes. Nao houve mudancastangenho, a sombra, entre os trés
lotes, sugerindo que as diferencas observadas eastr€lsg dos lotes ndo foram
significativas do ponto de vista da atividade leidé, n&o repercutindo sobre o
desempenho do produto em campo. Alguns estudosesugpie a poténcia de um produto
pode ndo ser um indicador preciso do seu desempemhoampo, no que se refere a
persisténcia da atividade larvicida (Melo-Santo®120Vvilarinhos & Monnerat 2004). A
poténcia dos produtos é, entretanto, um paramaiim importante para a padronizacao do
processo de producao, devendo variar o minimo yegSkovmand et al. 1997; Habib et
al. 1998; Skovmand et al. 2000).

Ao longo do processo de producdo de um entomopabdégemo o Bti, espera-se
que ocorra um aumento da atividade tdxica comolteeku da concentracdo do caldo
fermentado (cultura total) para recuperacdo da &#3a Nas demais etapas do processo,
sobretudo aquelas relacionadas a secagem e foémulpgde ser esperada a manutencao

ou mesmo uma diminuicdo da toxicidade do produtmu¢@ 2000). Em nosso estudo, a
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compressao do po técnico para obtencdo do compmriméb acarretou em perda da
atividade larvicida, indicando que este processodaificou o principio ativo. O produto
sob a forma de comprimidos facilita o trabalho ap&mal, dispensando o uso de
instrumentos de medida, reduzindo o risco de falfemsdosagem na sua aplicacdo e
desperdicios. Segundo Becker (2003) o desenvolvorda formulacdes sélidas na forma
de granulados, biscoitos, comprimidos, etc, bemocdennovas metodologias de aplicacéo,
tem gerado ganhos operacionais em programas deoleonfuer pela facilidade de
armazenamento, transporte e manuseio em campopejaemaior estabilidade e liberagéo
sustentada do principio ativo. Formula¢des do ¢groprimido podem ser mais adequadas
as caracteristicas particulares dos criadouros spEcees como 0Ae. aegypti por
apresentarem maior praticidade de aplicacédo eshdaltde pela populacdo, sobretudo por
ndo modificar o aspecto da agua e nao gerar resihlmos no recipiente (Becker 2000;
Melo-Santos et ak001).

O produto avaliado neste trabalho permaneceu efigpas um ano de
armazenamento em condi¢cdes ambiente, sugerindoaguearacteristicas relativas a
atividade larvicida do patdégeno, preservacéo eciddde de liberacdo do principio ativo
mantiveram-se estaveis, fato evidenciado pela depifnlidade dos resultados, ao longo de
12 meses de teste.

De acordo com informagdes da Funasa (2002), odatnias deAe. aegyptimais
freqlientes no Brasil sdo reservatérios de agua ymwadomeéstico do tipo tonel, caixa
d’agua e outros. Uma caracteristica comum a madlalies € estarem total ou parcialmente
protegidos da incidéncia direta da luz solar, motogalizarem no intradomicilio, ou pelo
uso de tampas, embora estas nem sempre sejam a geovnosquitos. No desenho

experimental do TCS buscou-se simular as condigéstes criadouros quanto ao uso da
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agua e a exposicdo ao sol. A colonizagéo de retgseratados com L1 é também uma
forma de aproximar os testes da situacéo realp gae as fémeas depositam ovos nos
criadouros tratados. O uso de L1 em vez de larvas mesenvolvidas aumenta a
sensibilidade do teste, conforme demonstrado pdéoJ8antos et al. (2001).

Tanto a sombra como ao sol, o p6 técnico e o conigbwi tiveram idéntica eficacia
inicial de controle (mortalidade de 98 a 100%),céaddo que o produto formulado libera
uma quantidade satisfatéria de principio ativo er@azirofica das larvas nas primeiras 48 h
apos aplicagéo. Este fator &€ extremamente imperfaara garantir uma cobertura larvicida
eficaz desde as primeiras horas apos a aplicag@#yez que em condicdes reais, larvas de
diferentes estadios poderdo estar presentes nipgerges no momento da aplicacdo do
produto. A sombra, os produtos testados permaraagiminando todas as larvas ao longo
de 6 meses. A efetiva duracédo da atividade lamidiol produto pode ser maior, visto que
na ultima avaliagcdo foi detectado 100% de mortdkddas L1 expostas em todas as
réplicas dos experimentos conduzidos a sombratifada de até 60% da agua tratada e
consequente diluicdo do produto remanescente p@dcade agua, poderiam ter efeito
negativo sobre a persisténcia da acao larvicidagmtanto isto ndo ocorreu durante o
periodo observado (180 dias). No caso do tratameatm comprimido, o fato deste
sedimentar rapidamente e permanecer no fundo dueeie, sugere que grande parte do
principio ativo permaneca concentrada nesta regiésim, € possivel que o processo de
troca de agua nao tenha produzido uma agitacaogda suficiente para ressuspender
cristais e esporos, favorecendo sua eliminacao.

Longa persisténcia de um comprimido a base de dstiambém observada por
Mulla et al. (2004), que registraram excelente rdatde larvas dée. aegyptem jarras de

ceramica por cerca de 112 dias. Benjamin et aDqR6@elataram persisténcia de atividade
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de 166 dias do comprimido VectoBac DT comedesspp, com renovacdo semanal de
50% do volume de agua, em jarr8sbe-se que a persisténcia da atividade do Btndepe
tanto de caracteristicas proprias da formulacamabencondicbes ambientais no criadouro,
gue sejam favoraveis a preservacao da integridaslendléculas dos cristais protéicos. A
preservacdo da viabilidade dos esporos é outra flterminante, pois em condi¢cdes
favoraveis pode ocorrer, no interior das larvastasopelo Bti, multiplicacdo e esporulacao
com producédo de toxinas (Aly 1985, Aly et al. 198bawaled et al. 1988).

Os resultados do presente estudo confirmam a iampoa da radiacdo solar como
fator de forte impacto negativo sobre a persistédaitoxicidade do Bti no ambiente, como
observado em estudos anteriores (Obeta 1996; Naydr 1999; Thiery et al. 1999, Melo-
Santos et al. 2001, Vilarinhos & Monnerat 2004).tRiste realizado no periodo com maior
incidéncia de radiacdo solar (outubro, 2005), houwea queda rapida do indice de
mortalidade, para menos de 70% Aaé&mana, com perda total da atividade larvicidd®na
semana apos tratamento. Mudancas de alguns aspectogua foram observados apés a
primeira semana, como a eutrofizacao e a alcatieid ambiente. Sabe-se que pH muito
alcalino favorece a solubilizacdo dos cristais giomts, deixando as pro-toxinas mais
expostas a degradacdo. A associacdo destes fgparese contribuir para reduzir
drasticamente a atividade larvicida do produtorefoido quando a radiagao solar atinge
niveis> 9,0 h diarias seguidas. Nossos resultados sugguenos adjuvantes contidos na
formulacdo podem proteger, até certo ponto osawiste efeitos deletérios do ambiente.
Nos testes com exposi¢cado solar realizados em opgudedos do ano, a persisténcia foi
surpreendentemente longa: 77 a 119 dias. Apesa@udda dos indices de mortalidade

abaixo do valor limite previamente estabelecidd@480a avaliacao foi continuada nestes
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testes, com o objetivo de confirmar a perda deidaile do produto, o que néao foi
confirmado. A suspensdo naquele momento poderialeieado a uma interpretacéo
equivocada sobre o tempo de persisténcia. Outectsp ser considerado € a recuperacao
dos niveis de atividade larvicida nos recipientg®s a 2semana, mantendo indices quase
sempre superiores a 80% nas semanas subsequdgte3 €5). Este quadro é bastante
sugestivo da ocorréncia de reciclagem bacteriamapqdera ser também a causa da longa
persisténcia nos experimentos a sombra. Em trabadioentes nos quais a concentracéo de
esporos na agua de recipientes tratados foi agal@mhstatou-se concentracdo de esporos
maior aos cinco meses, do que aquela observadasemnhna apods tratamento (Aradjo et
al.,, dados nado publicados), sugerindo a ocorrémigareciclagem e seu possivel
envolvimento na manutencéo da atividade larvico®&tl por longos periodos.

Os resultados deste estudo confirmam o Bti comolanvicida eficaz para o
controle deAe. aegyptem criadouros e que este agente pode persistlopgos periodos

mantendo excelente atividade em determinadas diaeslggmbientais.
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Tabela 1.Atividade téxica de amostras de po técnicddeillus thuringiensis israelensis
provenientes de diferentes lotes de producédo, adtimtravés de bioensaios contra larvas
de 4 estadio deAedes aegypfRecife-Lab. Foram utilizadas em média 480 larvas n

avaliacao de cada teste.

CLso © (mg/L) ClLgo ° (mg/L)
Lote-PO6 Técnico Valor pl (Intervalo de Confianca 95% (Intervalo de Confianca 95% )
01 0,621 0,144 0,204
(0,133 - 0,154) (0,191 - 0,222)
07 0,631 0,155 0,237
(0,146 - 0,166) (0,219 - 0,263)
09 0,330 0,203 0,372
(0,184 - 0,222) (0,340 - 0,416)
08 0,469 0,233 0,387
(0,214 - 0,254) (0,356 - 0,427)
10 0,961 0,237 0,436
(0,213 - 0,265) (0,388 - 0,506)
06 0,530 0,246 0,415
(0,221 - 0,273) (0,377 - 0,465)
02 0,722 0,254 0,419
(0,231 - 0,279) (0,381 - 0,469)
05 0,839 0,437 0,786
(0,390 - 0,497) (0,694 - 0,919)
04 0,647 0,439 0,799
(0,396 - 0,485) (0,728 - 0,893)
03 >1,2

P = probabilidade para um nivel de 5% de signifi@n

2CLss= Concentracdo letal para 50% das larvas

¥ CLgo= Concentracao letal para 90% das larvas

* Lote desconsiderado para efeito de avaliagéo, gresantar baixa atividade.
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Tabela 2.Atividade téxica de amostras de po técnicddeillus thuringiensis israelensis
provenientes de diferentes lotes de producdo, adtinatravés de trés bioensaios, contra
larvas de 2 estadio dé\edes aegyptRecife-Lab. Foram utilizadas, em média 1.440 larva

na avaliacdo de cada teste.

CLso (mg/L) CLoo” (mg/L) Viabilidade
Apresentacéo dc MédiatDP’ MédiatDP Microbiologica
produto-lote (Intervalo de Confianca 95% (Intervalo de Confianca 95% (U FC/m|)4

P6 Técnico-lote 01 0,140+ 0,004 0,241+ 0,040 1,5x 10
(0,126 - 0,154) (0,220 - 0,269)

P6 Técnico-lote 05 0,514+ 0,097 0,889+ 0,161 1,3x 10
(0,465 - 0,573) (0,797 - 1,02)

P6 Técnico-lote 10 0,245z 0,014 0,436+ 0,002 2,5x 10
(0,207 - 0,298) (0,373 - 0.575)

Liofilizado-1PS82 0,013+ 0,002 0,026 0,004 4,2 x 10
(0,011 - 0,015) (0,023 — 0,031)

"CLso= Concentracéo letal para 50% das larvas

’CLyg= Concentracéo letal para 90% das larvas

*Desvio padrao

*UFC = unidade formadora de coldnia por mililitro

°|PS82 = liofilizado padréo para preparagdes a baSacillus thuringiensis israelensis
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Tabela 3. Atividade larvicida residual de amostras de difegs lotes de po6 técnico e
comprimido a base dBacillus thuringiensis israelensigontra larvas déedes aegypti
Recife-Lab, em testes realizados em recipientesriom, no periodo de fevereiro de 2005

a marco de 2006. Todos os testes foram feitosiphcata.

Mortalidadé
Grupo  Periodode  Apresentacio N°larvas  Periodo de Evel (9) e
o avaliagad periodo
avaliagéo (dias) X +DP°
Lote-01 fev-ago/05  P¢ Técnico 3.600 180 100
Comprimido 3.600 180 100
Controlé' fev-ago/05 3.600 180 4,6 +0,64
Lote-05 set/05-mar/06 Comprimido 3.600 180 100
Lote-10  set/05-mar/06 Comprimido 3.600 180 100
Controle set/05-mar/06 3.600 180 4,4 +0,41

! Periodo ap6s um unico tratamento com o produtande o qual a mortalidade larval foi superior &80
“Mortalidade larval durante o periodo

3Média + Desvio padr&o
4Sem tratamento com Bti
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Tabela 4. Mortalidade de larvas de 4° estadio Aledes aegyptisegundo o tempo de
armazenamento de comprimidos a bas®al@llus thuringiensis israelensiprovenientes
de dois diferentes lotes de producdo, mantidoseemperatura ambiental variando de 25° a

27° C e umidade relativa de 60% a 80%. Os testesnfaealizados em intervalos

trimestrais, num periodo total de um ano.

Mortalidade larval (%) +DpP*

Comprimido/Lote 2 dias 3 meses 6 meses 9meses 12 meses
01 98,7+ 1,1 100,0 98,7+ 1,1 100,0 98,7+x1,1
02 99,1+ 0,5 98,7x1,1 100,0 100,0 100,0

0 (controle) 0 1,0+1,4 0 0,5+0,7 1,0+1,4

'Média + Desvio padréo
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Figura 1. Condi¢cdes de manutencao dos recipientes experisard area teste. Recipiente
retangular em plastico transparente na condicacotebra (A) e na condicdo de sol,

destacando o sistema de renovacao de agua porasragnangueiras (B).
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Figura 3. Atividade larvicida residual do p6 técnico e do poimido-lote 01 a base de
Bacillus thuringiensis israelensimensurada contra larvas de 1° estadid\eédes aegypti
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Nacional de Meteorologia (INMET), Estacdo CuradaifeePE.
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Nacional de Meteorologia (INMET), Estacdo CuradaifeePE.
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RESUMO

Testes em campo simulado (TCS) foram realizados masaliar uma formulacéo
experimental & base dBacillus thuringiensis israelensi¢Bti) nas apresentacfes de
comprimido (C) e p6 técnico com esporos ativos (@T)nativados (PTI) contra larvas de
Aedes aegyptiOs efeitos da radiagdo gama sobre a viabilidadeohiologica e a
toxicidade do PTI foram avaliados em laboratériadé3empenho de um comprimido (250
mg), contendo 15% de principio ativo, e de 250 mdd ou PTI, testados em recipientes
plasticos com 50 L de 4gua, a sombra, foi avale@oTCS com as seguintes variaveis:
presenca ou ndo de esporos ativos; introducdo s¢rmanmensal de larvas. A eficacia
inicial do produto foi estimada pela mortalidadeLdeem 48 h, e a persisténcia, estimada
pela mortalidade ao longo do tempo, apds introdsp@&eiodicas de lotes de L1. Amostras
de 4guas foram coletadas durante os experimengogenipientes tratados para verificar a
concentracdo de esporos (UFC/ml). Os resultado®mgnaram que 20 KGy de radiagédo
gama inativou 99,9% dos esporos, mas reduziu emebQ¥%y do Bti. Em TCS, PTI, PT, e

C eliminaram de 90% a 100% das larvas em 48 hrragmeceram promovendo controle
total por 6 meses. Nao houve diferencas na pasiat&da atividade larvicida entre
recipientes tratados com PT ou PTI, nem entre agueblonizados com quantidades
diferentes de larvas/més. Diferencas significativees concentracdo bacteriana foram
observadas ao longo do tempo entre recipientedtratcom PT e PTI, mas a concentracao
de Bti mantida ap6s um Unico tratamento garantiumpeéncia da atividade larvicida

durante 6 meses em todas as situagoes experimesiaidas.

PALAVRAS-CHAVE: formulagbes experimentaiBacillus thuringiensis israelensis

esporos inativoteste em campo simuladdedes aegypti
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ABSTRACT

Tests under simulated field condition (TSF) wereried out to evaluate experimental
products based oBacillus thuringiensis israelens(®ti), a tablet (T) containing 15% of
active principle, an irradiated technical powddrR) and a non-irradiated TP. The effects
of gamma irradiation on spore viability and on 1@ toxicity have been assessed in
laboratory. The TSF were conduced in a shadowea @sig plastic containers filled with
50L of water treated with the dosages: one 250 mgr R50mg of TP or 250 mg of ITP/
container. The effects of the following conditioms the residual larvicidal activity have
been evaluated: spore viability, and larval denditye initial efficacy of the products was
estimated by assessing L4 mortality after 48 h sqpmm The activity persistence time was
estimated by counting the surviving pupae afteropéal introduction of 50 L1. Water
samples were periodically taken from treated coetai to estimated spore concentration.
Results showed that 20 KGy caused a 99,9% spowivaton, but the ITP toxicity
showed a 50% reduction. Under TSF, larval mortatyged from 90% to 100% after 48h
exposure to either ITP or TP or T and all the thmegerials promoted 100% mortality over
the experiment time, witch was 180 days. No difieeewas observed in the persistence
time between containers treated with ITP or TP.il&@nyg, no influence of the larvae
density (50 or 200 L1 introduced per month) on theidual toxicity was observed.
Significant differences on the bacterial concemdrathave been recorded between
containers treated with ITP and those treated Wikh but the high levels of larvae
mortality observed throughout the tests demonstteateBti remained in these as well as in
all the other experimental containers in quantiéesugh to guarantee complete larvicidal
activity for at least 6 months after only one treant.

KEY WORDS: Experimental formulation®Bacillus thuringiensis israelensignactive

spores, semi field teshedes aegypti
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INTRODUCAO

O interesse na aplicagdo do controle bioldgicondetos na area de saude publica
tem aumentado nos ultimos anos, em funcéo de pnalsleelacionados ao aparecimento de
populacdes resistentes de insetos de importanaierelogica e a poluicdo ambiental,
decorrente do uso continuado de inseticidas quBnid® resisténcia a inseticidas
organofosforados é bem documentada para espéciesAmdes aegyptiAnophelespp. e
Culex quinquefasciatusnosquitos envolvidos com a transmissdo de dengadgria e
filariose, respectivamente (Brogdon et al. 1992ylRe 1998; Karunaratne & Hemingway
2001). O Bacillus thuringiensis israelensiBti) € uma bactéria entomopatogénica que
apresenta atividade contra estes dipteros (de Ba§a8). O modo de acdo deste agente
depende da ingestédo, solubilizacdo e interacaaistais protéicos, produzidos ao término
do processo de esporulacdo bacteriana, com asasdlal epitélio intestinal de larvas
susceptiveis de mosquitos. Este mecanismo é coadaespecifico e seletivo, além de
diferir inteiramente daqueles apresentados pelosiupos quimicos(Gill et al. 1992;
Brogdon & McAllister 1998; Braga et al. 2004).

As formulacBes contendo este entomopatdégeno esgiolos continuamente
aprimoradas visando otimizar a eficacia de contrel® sucesso de sua utilizacdo esta
diretamente relacionado a adequacdo da formulagdaadacteristicas bioldgicas e
ecoldgicas do inseto-alvo (Becker et al. 1992).s0 de formulacdes e doses adequadas a
cada situacdo ambiental é vantajoso, além de fesoeeestrutura de programas de controle
(Becker et al. 1992; Becker & Rettich 1994; Coul®®@). Para tanto, é imprescindivel que
novas formulacdes sejam avaliadas levando em ¢atuees que podem interferir em sua

atividade, antes de serem preconizadas para ussgBet al. 1992; Consoli et al. 1995).
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Estdo disponiveis no mercado internacional ceechASdprodutos a base de Bti, em
formulacgdes ligquidas, sobretudo as suspensofes mtoadas, ou soélidas, sob a forma de pé
molhavel, granulos, comprimidos, roscas e outrama#oria delas contendo cristais e
esporos em seu ingrediente ativo (Becker 2000).

O uso de produtos contendmsporos viaveis de Bti, em agua potavel, sofreu
restricdes por parte da Organizacdo Mundial de &asab a alegacéo de insuficiéncia de
estudos que comprovassem sua inocuidade a saudmauista medida foi revista em
1991, passando a considera-los seguros para usgualquer tipo de ambiente (WHO
1999). No entanto, em paises como a Alemanha exigie que restringem a liberagcdo de
microorganismos na natureza, devido ao impacto emdli que seu uso constante possa
causar (Becker 2002). Formulagbes asporogénic&s, s que contenham em sua
COmposi¢ao apenas cristais protéicos, sdo condaeraais aceitaveis do que formulacdes
contendo esporos e cristais (Dulmage et al. 1980k& et al1991). Uma dificuldade na
obtencg&o de produtos livres de esporos é o0 cusprab@sso para a separacao de esporo e
cristais, tornando mais onerosa a producao (Co06B)2Uma alternativa a este problema
foi a adocédo de substancias quimioesterilizantedeadiacbes gama para a inativagcao dos
esporos (Becker 2002). No entanto, alguns dest=egimentos podem comprometer a
persisténcia da atividade larvicida dos produteg por afetar adversamente 0s cristais
protéicos reduzindo sua toxicidade (Becker 2008 por tornar impossivel a reciclagem
da bactéria no ambiente, em decorréncia da indivagtal dos esporos.

O objetivo deste estudo foi conhecer o efeito deréa bidticos, relativos a
presenca de esporos viaveis e densidade de |laola® a eficacia e persisténcia de um

produto experimental a base de Bti em condi¢deslatas de campo.
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MATERIAL E METODOS

Insetos: As larvas deAedes aegyptil® (L1) ou 4° estadio (L4), utilizadas neste dthb,
foram provenientes da col6nia Recife-Lab, mantiddnsetario do CPgAM/Fiocruz desde
1996. As condicBes gerais de manutencao forafe: 26, UR de 65% a 85%, fotoperiodo
12/12 (L/D), sendo alimentadas diariamente comaggia gatos (Whisk&9 esterilizada

e macerada.

Produto: foram testadas amostras de um produto experimentbbse deBacillus
thuringiensis sorovar. israelensis cepa IPS82, sob a apresentacdo de pd técnico e
comprimido. Os comprimidos, pesando 250 mg, coatimii5% de principio ativo, com
poténcia de 750 UTI/mg. Este material foi produzla Biotecnoldgica Industria e

Comeércio Ltda (BIOTICOM/NECTAR-UFPE).

Inativacdo dos esporos por radiacdo gamal0O g do p6 técnico foram divididas em 5
amostras e submetidos as doses de 0 (amostralepni® 18; 20 e 30 Kilogray (KGy) de
radiacdo gama por um periodo maximo de 7,5 hoeasa. tBnto, foi utilizada como fonte de
emissdo a bomba de cobalto 60, no irradiador No@gammacell 220, do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Particaem efeito das diferentes doses de
radiacdo sobre a viabilidade dos esporos, duasostis de 10Qul de uma suspenséo 100
mg/ml de cada amostra irradiada foram plaqueadas@imagar nutritivo (AN). As placas
foram incubadas em estufa a 30°C, por 24 horaacdelo com o procedimento descrito

por Becker (2002). A viabilidade microbiolégica téss amostras foi verificada pelo



ARAUJO, A.P. Avaliacdo de um biolarvicida ... 64

crescimento bacteriano, expresso em unidades fomasdle colonia (UFC/ml), e sua

relacdo com a radiacao foi analisada por regregsa@ar (Software R, verséo 2.1.1). Este
procedimento foi realizado para selecionar a am@stm maior inativagdo dos esporos em
relacdo a amostra controle que néo sofreu irradjggara sua avaliacdo em testes sob

condi¢des simuladas de campo (TCS).

Avaliacdo de efeitos da radiacdo gama sobre a atildde larvicida: a atividade toxica
das amostras irradiadas foi estimada através dm$aios realizados de acordo com a
metodologia descrita por de Barjac & Larget-Thi¢lp84) para preparacbes de Bti.
Grupos homogéneos de 20 L4 foram colocados em copotndo 100 ml de agua
destilada e tratados com sete diferentes concéesage cada amostra irradiada, sendo
cada concentragdo testada em triplicata. Trés cofodratados serviram como controle.
Os ensaios foram repetidos em trés datas difetehtpartir das respostas de mortalidade,
verificadas as 24 horas de exposi¢do ao patogeramfestimadas as concentragdes letais
para 50% (Cko) € 90% (Clyg) das larvas, por regressao linear log-Probit (SB8Sor
windows). A relacdo entre os valores desgCe as doses de radiagdo gama usadas no

tratamento das amostras foi também analisada gessfo linear.

Testes sob condicdes simuladas de campo (TC83: duas apresentacdes do produto, pod
técnico e comprimido, foram testadas de acordo aometodologia descrita por Melo-
Santoset al. (2001).0s experimentos foram realizados ao abrigo do a&direa interna de
uma casa de vegetacdo (96).mPara os testes foram utilizados recipientestiptés
transparentes (56,4 x 38,5 x 37,1 cm), preenchidas 50 litros de agua de poco, tratados

com: 1 comprimido, 250 mg do po técnico-irradiaBdlj ou 250 mg do pod técnico ndo
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irradiado (PT). Para cada situacdo experimentahnforutilizadas trés réplicas. Um
recipiente representativo de cada situacdo nadeaceatamento com Bti e foi utilizado

como controle. A temperatura e o pH da agua foegistrados trés vezes/semana.

Avaliacdo de efeitos de variaveis sobre a atividadirvicida: a atividade larvicida
residual do produto foi analisada considerando gaddaveis: densidade larval e presenca
de esporos ativos ou inativos. A avaliagdo foiafele acordo com o seguinte desenho
experimentala) os recipientes foram colonizados com 50 L1/seman&QL1/més sem
reposicdo de agud) recipientes foram tratados com o po técnico irdaliau com o po
técnico nao irradiado, colonizados com 50 L1/semanlametidos a renovagédo de 20% do
volume de agua, trés vezes por semana. A renovded@gua foi realizada neste
experimento visando se aproximar da condicdo reatampo, simulando o consumo
domeéstico. A agua foi retirada através de uma b@nsituada a 10 cm do fundo dos

recipientes. A reposicdo do mesmo volume foi fledka superficie, com mangueiras.

Acompanhamento da atividade larvicida em TCSos parametros utilizados na avaliacéo
da atividade larvicida foram: a) eficacia iniciaktimada pela mortalidade larval (%) nas
primeiras 48 horas apds a aplicacdo do produtbzardo 50 L4 jovens/recipiente; b)
persisténcia, que corresponde ao periodo em drasitéuo qual a mortalidade larval i
80%, estimada pelo niumero de pupas vivas recupelguds a introducdo, semanal ou
mensal, de lotes de 50 Ll/recipiente, durante 1B&.dOs resultados obtidos nos

experimentos foram analisados comparativamente fgsli® ndo paramétrico de Mann



ARAUJO, A.P. Avaliacdo de um biolarvicida ... 66

Whitney para duas amostras, ao nivel de signifieade 5%, utilizando o programa

estatistico SPSS versao 8.0 for Windows (1997).

Verificacdo da concentracao de esporos de Bti nosdipientes tratados:a concentracéo
de esporos foi verificada nos recipientes tratamws o pd técnico, irradiado ou néo, para
constatarmos se estava havendo ou nao crescimactieribno, e nos recipientes tratados
com comprimido, que receberam colonizagbes semanaimsensais, para investigarmos a
influencia de diferentes densidades de larvas sobrescimento bacteriano. Amostras de 5
ml de agua foram coletadas em 3 pontos distintdamao dos recipientes com 1, 7 dias e a
cada 30 dias apos a aplicacdo do produto. Quandessério, as amostras foram
submetidas a uma diluicdo seriada antes do ch@&yomeécb a 80°C por 12 minutos e gelo
por 5 minutos, para eliminacdo das formas vegetatidliquotas de hl das suspensodes
10°,10%,10% ou 10° foram semeadas em cinco pontos em placas deddeteéndo meio
AN e incubadas em estufa a 30°C, por 24 horas.oimias de Bti observadas foram
contadas e os resultados, expressos em unidadeadmras de colonia (UFC/ml), foram
analisados estatisticamente através do ProgramislEID- Os valores médios de UFC/ml
obtidos nos diferentes momentos de coleta forampeaoados pelo Teste t-student com

nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

Efeitos dos raios gama sobre a viabilidade de espsre toxicidade do Bti

A andlise de regressao da viabilidade de espoamastras expostas as doses 16,
18, 20 e 30 KGy de radiacdo gama, revelou uma &sdsignificativa (R= 0,811) do
namero de esporos viaveis em funcdo da dose engaregarando uma correlacdo negativa
entre estas variaveis (r =-0,9) (Fig.1) e (TabglaAlmaior dose de irradiacdo reduziu em
99,9% o0s esporos viaveis. Com base nos resultagldiognsaios contra L4 déedes
aegyptj as amostras irradiadas apresentaram uma redeca0% a 83,0% da atividade
larvicida, quando comparadas com as§2(0,26 mg/L) do material ndo irradiado (Tabela
1). Esta reducéo da toxicidade também apresentauwcamelacdo com a dose de irradiacao
(r=0,77) (Fig.1).

Os testes em campo simulado foram realizados camostra submetida a 20 KGy,
gue apresentou o maior indice de inativacdo deresg089,9%) combinado com menor
reducdo da atividade larvicida (Tabela 1), cujasgdhédia foi de 0,4% 0,07 mg/L. A
mortalidade larval causada pelo po6 técnico irramliadl h apds tratamento dos recipientes
foi de 90%, contra 98% para o po6 técnico ndo iawali A partir do 7° dia, tanto o produto
irradiado quanto o ndo irradiado permaneceram pvermdo 100% de mortalidade larval
até o final do experimento, aos 180 dias ap0s uooudratamento.

A concentracdo de esporos nos recipientes tratamoso produto néo irradiado foi
da ordem de 5 x PQUFC/mI, um dia apds o tratamento (Fig. 2). Ao skas sofreu uma

discreta reducéo, mantendo-se, entretanto, emegakrima de 1 x f0UFC/ml nos 6
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meses subsequentes. Nos recipientes tratados amat@rirradiado, esporos ndo foram
detectados nas amostras colhidas 24 h apés tratamepartir do 7 dia foi registrada a
presenca de esporos viaveis em todas as répliass.méses seguintes, a concentracao
bacteriana se manteve oscilando entre 2%el1D x 186 UFC/ml (Fig. 2). Na maioria dos
momentos analisados, a concentracao bacteriarggiaficativante menor (p<0,05) nos
recipientes tratados com o produto irradiado, ceoegio das contagens feitas aos 90 e aos
150 dias, quando n&o foram constatadas diferengdatisticas (T=3,2 e 3,0
respectivamente, p >0,05).

A temperatura da agua nos recipientes variou d# 2629,8°C e o pH variou de 6,9

a 8,4 ao longo do teste.

Efeitos da freqiéncia de colonizacéo

A persisténcia da atividade larvicida do comprimelo recipientes com adicédo
semanal ou mensal de larvas durou pelo menos B30 @bm 100% de mortalidade larval
até o final do experimento, independentemente datglade de larvas introduzidas no
periodo.

A concentracdo de esporos nos recipientes colamszedm freqiéncia semanal e
mensal foi de 1,3 x £@& 7,9 x 16 UFC/ml, respectivamente, com 1 dia ap6s a aplecdgd
comprimido (Fig. 3). Uma elevacdo destes valorésofiservada no °7dia, seguida de
reducao ao final de um més e retomada do cresanateriano aos 60 dias (Fig. 3). A
partir dos dois meses, valores elevados, oscilamie 1,2 x 1D UFC/ml e 2,8 x 1b

UFC/ml, foram mantidos até 6 meses ap0s a aplicaggacomprimido. Ndo houve
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diferencas significativas dos valores de UFC/mlesnécipientes colonizados semanal ou

mensalmente durante todo o periodo de avaliagcdhdp)

DISCUSSAO

Os experimentos conduzidos neste estudo com o @dicéé de um produto
experimental a base de Bti demonstraram que avatditb de esporos por radiagdo gama é
eficaz, mas reduz a Gl do patdgeno. No entanto, esta redugcdo ndo compzoseel
desempenho contra larvasAle. aegyptinas condi¢des deste estudo.

As doses mais altas utilizadas, 20 e 30 KGy, nativieram completamente os
esporos. Ambas promoveram 0 mesmo percentual debixacdo, mas a dose mais alta
levou a uma reducéo ainda maior da atividade l@ajca ordem de 83%, mostrando que
0 aumento da radiacdo afetou bem mais os cristai€igos. Estudos anteriores realizados
por Becker (2002) relataram que uma dose de 20, fidiGsuficiente para inativar 100%
dos esporos do p6 molhavel Bactifigscom uma perda de apenas 20% da atividade
toxica.

Nos testes realizados em condi¢bes simuladas dpocameficécia inicial, bem
como a atividade larvicida residual do p6 técnicadiado ndo diferiu da observada com o
material n&do irradiado: ambos apresentaram exeelggempenho, promovendo controle
total por até 180 dias. Embora ndo tenham sidoctietes esporos viaveis de Bti nos
recipientes um dia apds o tratamento com o po dédniadiado, esporos de Bti foram
observados nestes recipientes a partir do sétinep dmbora em concentracbes
significativamente menores do que nos tratados@@d ndo irradiado. O aparecimento de

esporos aos 7 dias resultou, provavelmente da phcéifdo dos poucos esporos
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sobreviventes a radiacdo (0,1%). E importante dastque o Bti pode se reciclar nos
cadaveres larvais, como demonstrado por Aly €188B5).

Enquanto que nos recipientes tratados com o prddaitiado a concentragdo de
esporos 24 h depois da aplicacdo do produto nadefmictavel, nos recipientes tratados
com o p6 ndo irradiado a maior concentracdo bacterfoi observada neste momento,
seguida de uma reducdo gradual até os 6 mesesn pmantendo, até o final do
experimento uma concentracdo elevadd edporos/ml). A renovacéo periédica da agua
pode ter influenciado nesta reducéo, causando digéia da concentracdo do produto nos
recipientes, pela de retirada periodicamente derespcristais e cadaveres larvais, e por
reduzir a concentracdo de nutrientes no ambientétiaq, desfavorecendo a reciclagem da
bactéria. De toda forma, a atividade larvicida rez$pientes tratados com o p6 irradiado ou
ndo irradiado, foi mantida em nivel suficiente peaasar mortalidade de todas as larvas
introduzidas periodicamente nos recipientes, daragtt meses do experimento.

Outros trabalhos recentes tém mostrado que o amento de formulagdes de Bi
tem prolongado o tempo de persisténcia de suadatiei com bons niveis de cobertura
larvicida. Mulla et al. (2004), por exemplo, refai persisténcia de até 112 dias do
comprimido VectoBac, contrAe. aegyptiem jarras de ceramica. Benjamin et al. (2005)
relataram persisténcia de atividade de 166 diasodgprimido VectoBac DT contraedes
sSpp., em jarros

A persisténcia da atividade larvicida do comprimitestado em recipientes
colonizados mensal ou semanalmente com larvasedaegyptifoi a mesma durante 180
dias. No entanto, a densidade de larvas da esplcec um dos fatores considerados
capazes de influenciar negativamente a atividadgcida de produtos bacterianos (Mulla

1990; Becker et al. 1992; Nayar et al. 1999). Esduckalizados tanto em laboratorio
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guanto em campo mostraram que em ambientes cosnd@tesidades de larvas, sobretudo
em estddio mais avancado de desenvolvimento, glaales maiores de produtos
bacterianos sdo necessarias para promover cocwooipleto (Mulla 1990; Becker et al.
1992). Em nossos experimentos utilizando larvapriteeiro estadio, tal efeito ndo foi
observado, possivelmente por que a maior densildadal testada ndo tenha promovido
um consumo significativamente maior do produto.$0 de L1, em vez de L4, para o
acompanhamento de persisténcia da toxicidade doemti experimentos em campo
simulado, é importante porque simula a situacdcampo real, e também porque as larvas
mais jovens sdo0 mais sensiveis, permitindo maiecigfio na avaliacdo da persisténcia
(Melo-Santos et al2001). Outro fator importante para a manutencadatdédade destes
produtos é a capacidade que tém estas bactériss tieiclar nos cadaveres das larvas,
prolongando a acgéo larvicida residual. De acordn édy et al. (1985) um cadaver de L4
de Ae. aegyptipode conter de 7 a 14 x“18sporos de Bti, 72 h apés sua ingestdo. Neste
caso, a alta densidade de larvas poderia influepaaitivamente, possibilitando maior
crescimento bacteriano no criadouro. Em nosso estchimero de esporos viaveis foi,
entretanto, similar entre os recipientes com difta® quantidades de larvas.

As variacbes na concentracdo de esporos em retgpielevem ser interpretadas
com cautela. A forma de apresentacdo do produto,epemplo, deve ser levada em
consideracdo. Em nossos experimentos, diferencasoneentracdo de esporos foram
observadas 24 h apos o tratamento com o po téomi@mm o comprimido, aplicados na
mesma dose. Isto se explica pela lenta liberacapridaipio ativo agregado, no caso do
comprimido. E interessante observar que aos 18f) dimcentracdes similares, da ordem

de 10, foram registradas nos dois casos.
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O aumento da concentracdo bacteriana observadenhmdp entre 30 e 180 dias
apos tratamento com o comprimido, pode ser indigate reciclagem bacteriana, visto que
aos 180 dias a concentracao bacteriana foi 10Gvea®r do que aos 30 dias. Em resumo,
independentemente das variaveis testadas, a &dalida atividade larvicida pela
introducdo periddica de larvas de 1° estadio perouhstatar a manutencdo de altos niveis
de toxicidade do produto aplicado, em forma de p&amprimido, durante pelo menos
180 dias. Este prolongado efeito residual ocorredependentemente da elevacao,
manutencdo nos mesmos niveis, ou reducdo da comg@mtde esporos de Bti nos

recipientes.
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Tabela 1. Atividade toxica e concentragdo de esporos viadeiBacillus thuringiensis
israelensisobservada para o po técnico submetido a radiag@@a,gmensuradas através de

bioensaios de laboratério e plagueamento bactenaspectivamente.

Dosagem NUmero de esporos CLso (mg/L) Perda de toxicidade

(KGy) vidveis (UFC/ml)2+ DP® (Intervalo de confianga 95%) (%)

o' 4.400.000.000+ 148,49 0,26 0
(0,168-0,344)

16 46t 14,14 0,30 14,4
(0,251 - 0,379)

18 20t 14,14 0,38 31,5
(0,314 -0,470)

20 5 70 0,45 42,2
(0,314 -0,432)

30 5 70 1,41 81,6
(1,28 — 1,58)

0" = amostra nao irradiada (controle);

2YFC= unidade formadora de colénia;
®Desvio Padrao

* CLso= Concentracao letal para 50% das larvas
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Figura 1. Relacao entre diferentes doses da radiacdo gamaabilidade dos esporos (A)

e toxicidade (B) do po técnico de um produto experntal & base dgacillus thuringiensis

israelensis avaliada pelas unidades formadoras de coloniaBCftdl) e pelas

concentracoes letais (6. em bioensaios contra larvasAledes aegyptRecife-Lab.
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Figura 2. Concentracdo de esporos viaveis Bacillus thuringiensis israelensism
recipientes tratados com po técnico do produto raxeatal, contendo esporos ativos ou
irradiados (20 KGy de radiacdo gama), deste patjgem ensaios de atividade contra
larvas deAedes aegyptiOs recipientes foram mantidos ao abrigo do swh meposicao de

20% do volume de agua trés vezes por semana.
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Figura 3. Concentracdo de esporos viaveis em recipierdésdtys com o comprimido de
um produto experimental a base Blgcillus thuringiensis israelensisnantidos ao abrigo

do sol, sem renovacdo de agua, colonizados coraslatgAedes aegyptem intervalos

semanais ou mensais.
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7. CONCLUSOES

* A pequena variagdo da atividade toxica entre difeelotes do po técnico indica

reprodutibilidade das condi¢des de producao.

* As diferencas de toxicidade entre os lotes ndoefletem no desempenho do

produto em campo simulado.

* As duas apresentacdes do produto promoveram ocefarwicida total contrédedes

aegyptj por até 180 dias, a sombra, apés um unico trat@me

» VariagOes sazonais influenciam fortemente a atdedarvicida residual do produto

guando exposto ao sol.

* A radiacdo solar e outros fatores decorrentes melazem a atividade residual do

produto em campo simulado.

* Renovacdo do volume de agua em até 60% trés vemesia, ndo afetou a

atividade residual do produto.

* Na&o foi possivel associar diferencas no crescimbatieriano com as diferentes

densidades de larvas utilizadas.

* A inativacdo de 99,9% dos esporos ndo impediu scorento bacteriano, nem

diminuiu a atividade residual do produto em canmpwkdo.

* A atividade larvicida do produto experimental enmpoimido se manteve estavel

em condi¢cbes de armazenamento, durante o periatiady (um ano).



ANEXOS



Féme:

Larvas 4° estad

Representacdo esquematica do ciclo evolutivAeltes aegypti



