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utiliza¢ao de bactérias en-

tomopatogénicas do géne-

ro Bacillus, como agente de

controle populacional de

pragas urbanas e vetores de

agentes patogénicos, tem

relevancia nas pesquisas nacionais e inter-

nacionais. Sendo assim, esse trabalho trata

do controle desses insetos, utilizando as es-

pécies B. thuringiensis e B. sphaericus,

onde se destacam as caracteristicas das es-

pécies do grupo Bacillus, sua ocorréncia e

alguns dados de autores que realizaram pes-
quisas na drea da saide publica.

1.1 Bacillus spp. no controle de
vetores de doencas

1.1.1 Insetos vetores de doencgas

Algumas espécies dos géneros Anophe-
les, Aedes, Culex e Mansonia podem ser
importantes vetores de patdogenos huma-
nos responsaveis por enfermidades como
malaria, febre amarela, encefalite, dengue
e filariose. Estas doengas atingem um nu-
mero significativo de pessoas em diversos

Periplaneta americana
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paises da Asia, Africa e Américas. O Culex
quinquefasciatus é responsavel pela trans-
missao da Wuchereria bancrofti, agente eti-
olégico da filariose bancroftiana no Brasil,
além de ser um potencial vetor para o Vi-
rus do Oeste do Nilo (VNO), originado na
Africa, onde as aves sio os hospedeiros e
reservatorios naturais, podendo acometer
o homem, cavalos e outras espécies, cau-
sando desde febre, dor de cabeca e mialgi-
as até encefalite severa e meningite. Desde
1999 ocorrem epidemias da doenca nos
EUA e, até o momento, ja foram registra-
dos mais de 19 mil casos de infectados com
mais de 750 &bitos (Centers for Disease
Control and Prevention, 2006). Recente-
mente, o virus passou a circular no Caribe
¢ ja foi isolado na Colémbia e em cavalos
mortos na Argentina (Berrocal, 2006; Mo-
rales, 2006). O Brasil tem um plano de vi-
gilancia para detectar a introduc¢ao do VNO
no pais, visto que o Cx. quinquefasciatus,
potencial vetor, é abundante, além de um
contingente consideravel de aves migrato-
rias que ocorre no pais por ser origindrio
de rotas das Américas e de paises vizinhos,
onde ocorre a circulacio do virus (Luna et
al., 2003).

E importante ressaltar que hd uma gran-
de dificuldade do controle populacional
destes mosquitos devido a suas caracteris-
ticas biolégicas como curto ciclo de vida,
alta capacidade reprodutiva e de adapta-
cao ao ambiente. O controle, através do
uso de inseticidas quimicos tem apresenta-
do problemas devido ao seu modo de acao
nao especifico, além da possibilidade de
rapida selecio de resisténcia de insetos a
estes compostos. Por estas razoes, a pro-
cura por agentes mais seletivos aumentou
e, com isso, a adociao de métodos de con-
trole biolégico cresceu (Centers for Disea-
se Control and Prevention, 2000).

1.1.2 Bactérias entomopatogénicas

A microflora bacteriana dos insetos,
confinada no intestino, € rica, diversa e
compreende bactérias Gram-positivas e
negativas. Entre as bactérias Gram-positi-
vas, algumas auxiliam na digestiao dos ali-
mentos, porém outras sdo patogénicas e
recebem grande atencao dos pesquisado-
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res devido ao seu potencial para o contro-
le de pragas (Priest, 2000; Fiuza, 2001). Entre
estes patdgenos destacam-se as bactérias
do género Bacillus, com potencial biopes-
ticida que representam cerca de 90% do
mercado mundial (Schnepf et al., 1998), sen-
do amplamente utilizados como uma alter-
nativa aos inseticidas quimicos em termos
de seguranca a organismos nao-alvo e
quando ocorre o desenvolvimento de re-
sisténcia a inseticidas quimicos (Rodrigo-
Simén et al., 2006).

Duas espécies de bactérias entomopa-
togénicas se destacam no controle biol6gi-
co dos insetos vetores: B. sphaericus e B.
thuringiensis israelensis. Estes microrganis-
mos estao sendo comercializados hd mais
de uma década, pois produzem proteinas
inseticidas que, ao serem ingeridas, sio le-
tais para as larvas dos mosquitos devido a
sua acao no trato digestivo. O Btitem ativi-
dade decrescente para os géneros Aedes,
Simulium, Culex e Mansonia, ji o B. spha-
ericus é particularmente eficiente para o
controle de larvas de Cx. quinquefasciatus
e produtos comerciais a base desta bacté-
ria estio disponiveis no Brasil.

O principal fator téxico do B. sphaeri-
cus para larvas de Cx. quinquefasciatus é a
toxina bindria (Bin) contida em um cristal
protéico produzido durante a fase de es-
porulacao da bactéria. Apos a ingestao deste
cristal pelas larvas, ocorre a sua solubiliza-
¢ao em pH intestinal alcalino e a protoxina
liberada no ldmen é clivada por serinopro-
teases para atingir a forma de toxina ativa.
A toxina Bin ativa interage com receptores
especificos presentes na membrana apical
das células do epitélio intestinal das larvas,
principalmente nas regides do ceco gastri-
co e intestino posterior.

O B. sphaericus apresenta uma grande
vantagem em relacio ao Bti: a 6tima per-
sisténcia em criadouros ricos em matéria
organica, tipicos de larvas de Culex, além
de seus esporos sofrerem reciclagem nos
cadaveres das larvas, o que pode ampliar
seu periodo de persisténcia nos criadouros
(Nicolas et al., 1987; Skovmand & Baudu-
in, 1997).

Populacoes de larvas de Culex podem
apresentar resisténcia ao B. sphaericus apos



Tabela 1. Mortalidade corrigida de Blatella germanica e
Periplaneta americana, submetidas aos tratamentos com

sorovares de Bacillus thuringiensis

Mortalidade Corri

Tratamentos

B.t. sorovar colmeri 6,65
B.1. sorovar yunnanensis 14,85
B.t. sorovar huazhangiensis 15,00
B.t. sorovar roskildiensis 16,65
B.L. sorovar sooncheon 30,00

B. germanica

P. americana

serem submetidas a forte pressao de sele-
¢ao, sob condicoes de laboratério (Amo-
rim, 2007; Georghiou, 1992; Pei, 2002; Rod-
charoen & Mulla, 1994) ou de campo
(Mulla, 2003). Estes resultados apontam
para a necessidade de racionalizar o uso
do B. sphaericus, a fim de evitar a selecio
de populacoes resistentes.

A primeira populacio resistente obtida
sob condi¢des de laboratério, foi submeti-
da a forte pressao de selecao e atingiu um
nivel de resisténcia da ordem de 100.000
vezes, em relacio a coldnia susceptivel
(Georghiou, 1992). Em outro estudo reali-
zado em laboratério, foram selecionadas
duas colonias de Cx. quinquefasciatus, no
Brasil e na China, que atingiram um alto
nivel de resisténcia (>100.000) (Pei, 2002).
Também foi demonstrado que ¢é possivel
selecionar a resisténcia ao B. sphaericus
cepa IAB59, sob condic¢oes de laboratorio,
embora, esta selecao tenha ocorrido de
forma mais lenta em relacao ao B. sphaeri-
cus 2362. O nivel de resisténcia chegou a
mais de 40.000 vezes (Amorim, 2007). Em
campo, ja foram detectadas populagdes com
niveis de resisténcia variaveis na Franca
(Chevillon, 2001), India (Rao, 1995), China
(Yuan, 2000), Tunisia (Nielsen-Leroux,
2002) e na Tailandia (Mulla, 2003). O pro-
cesso de selecao da resisténcia em popula-
¢oes de campo ¢ modulado por diversos
fatores que incluem o background genéti-
co da populacao, bem como fatores ecolo-
gicos e ambientais.

1.1.3 Controle integrado de vetores

O conceito do Manejo Integrado de
Vetores (MIV) surgiu como resultado de
uma mudanca de paradigma apds o uso
intensivo de inseticidas quimicos nas dé-
cadas de 1940-60. Em outras palavras, o
MIV ¢é definido como uma combinacio ra-
cional de diversos métodos de controle
disponiveis, objetivando manter a popula-
cao de vetores em niveis aceitaveis e da
maneira mais efetiva, econdmica e segura,
incluindo componentes biologicos, quimi-
cos, fisicos e ambientais, visando interferir
o minimo possivel no ecossistema. No MIV,
vdrias acdes sdo empregadas na tentativa

de englobar todas as causas do problema.
No ambito do controle de mosquitos, estas
acoes podem incluir a melhoria da rede de
esgoto e distribuicao de dgua, eliminacao
fisica de criadouros, uso de barreiras fisi-
cas nas habitacdes, medidas de protecio
individual, uso de larvicidas especificos em
criadouros que nao podem ser eliminados,
além da conscientizacao e participacao da
comunidade. Dentre estas acoes, o uso de
biolarvicidas apresenta vantagens, como a
especificidade para o inseto alvo e segu-
ranca para o meio ambiente (Georghiou er
al., 1992).

O principal objetivo de estratégias de
controle integrado de vetores ¢ reduzir a
densidade populacional de mosquitos para
niveis em que a atividade ¢ minimizada ou
a transmissdo de doencas reduzidas ou in-
terrompida com o minimo de efeitos ambi-
entais.

Idealmente, programas de controle in-
tegrado devem incluir intervencdes mais
eficazes e ambientalmente compativeis.
Devido a sua eficicia e aparente especifi-
cidade, tanto Bt israelensis quanto B. spha-
ericus podem ser ideais para o programa
integrado de controle de pragas. (Lacey &
Orr, 1994). A combinacio de Bt israelensis
com outros agentes de controle biolégico
resultou em um excelente controle e, em
alguns casos, a supressao prolongada de
larvas de mosquitos.

Mulligan & Schaefer (1982) relataram
um controle inicial de larvas de Cx. tarsa-
/is em uma das zonas Umidas em que o
tratamento com Bt israelensis foi seguido
por abatimento em longo prazo com lar-
vas de insetos predadores. Do mesmo
modo, Mulla et al. (1993) observaram que
as populacoes de Cx. quinquefasciatus, Cx.
stigmatosoma e Cx. tarsalis ndo se recupe-
raram apos o tratamento com Bt israelensis
devido a subsequentes predacoes de lar-
vas por macroinvertebrados aquiticos e
uma reducao na oviposicao atrativa da pe-
cudria local.

Regis & Nielsen-Leroux (2000) revisan-
do estratégias de manejo de resisténcia B.
sphaericus recomendaram o acompanha-
mento da susceptibilidade das espécies-alvo

de B. sphaericus antes e durante o trata-
mento, alternando o uso de B. sphaericus
com Bt israelensis. Zahiri et al. (2004) de-
monstraram que utilizando suspensoes de
misturas contendo formulacdes comerciais
de Bt israelensis e B. sphaericus, nao resul-
tou em resisténcia em colonias de Cx. quin-
quefasciatus, enquanto que somente sus-
pensoes de B. sphaericus gerou resistén-
cia.
1.2 B. thuringiensis
no controle de baratas

Segundo Wilson (1972), estudos com-
parativos realizados entre familias primiti-
vas de térmitas e baratas revelaram a exis-
téncia de mdaltiplas caracteristicas em co-
mum que, segundo o autor, poderiam con-
siderar os térmitas como baratas sociais,
cujos diagramas de filogenia, nao so refor-
¢cam este parentesco, como também, rela-
cionam a evolucao da flora microbiana in-
testinal entre as ordens Isoptera e Blatto-
dea.

Nesse contexto, a partir do trabalho de
Castilhos-Fortes et al. (2002), Hiibner (2004)
testou cinco isolados de B. thuringiensis
em Blatella germanica e Periplaneta ame-
ricana: B. thuringiensis yunnanensis, B.
thuringiensis colmeri, B. thuringiensis hua-
zhangiensis, B. thuringiensis sooncheon e
B. thuringiensis roskildiensis, oriundos do
Instituto Pasteur, Paris.

Para o estudo, adultos e ootecas de B.
germanica e P. americana foram coleta-
dos em estabelecimentos comerciais e re-
sidenciais, no municipio de Gramado, Rio
Grande do Sul. Ambas as espécies perma-
neceram em caixas de plastico (564 x 385
x 371 mm e 400 x 270 x 362 mm), com as
bordas superiores preenchidas com uma
mistura de dgua e talco neutro, para evitar
a fuga dos insetos. A umidade foi mantida
através de algodao umedecido, trocado a
cada 48 horas. Substratos de papeldo cor-
rugado foram utilizados para mimetizar seu
habitat natural. Na alimentacio foi utiliza-
da 0,5 g de ra¢do animal moida WhiskasL,
sendo os insetos mantidos em condicoes
controladas (30°C, 70% de U.R., 12h foto-
fase).

Nos bioensaios, baratas adultas de am-
bas as espécies foram agrupadas em caixas
plasticas (262 x 177 x 85 mm), contendo
placas de Petri com algodao umedecido em
agua destilada e outra contendo 0,5g de
racio animal moida e 1000pL das suspen-
soes bacterianas a 1.10" células/mL. Nas
testemunhas, os isolados foram substitui-
dos por dgua destilada esterilizada. Para
cada isolado bacteriano e cada espécie fo-
ram utilizados 30 insetos. A mortalidade foi
analisada durante 7 dias apds a aplicacao
dos tratamentos e corrigida pela férmula
de Abbott (Alves, 1998).

Os dados de patogenicidade, utilizan-
do os cinco isolados de Bacillus thuringi-
ensis, demonstraram uma baixa acao toxi-
ca sobre B. germanica (6,65% a 30% de
mortalidade), e uma inatividade (0% de
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mortalidade) a P. americana, levando-se em
consideracao que os indices de mortalidade
corrigida apresentados na Tabela 1.

Apesar de Wilson (1972) ter descrito um
parentesco evolutivo entre as familias primiti-
vas de térmitas e baratas, inclusive quanto a
sua flora bacteriana, o presente estudo de-
monstra que nao hd uma correlacio da a¢ao
de B. thuringiensis sobre B. germanica e P.
americana, pertencentes as familias mais evo-
luidas.

Cavados (2003) cita que o controle biol6-
gico com bactérias entomopatogénicas tem
como principal vantagem a especificidade.
Dependendo da composicao de proteinas Cry
no cristal bacteriano, os isolados podem apre-
sentar um espectro de acao limitado as or-
dens de insetos (Fiuza, 2001). Assim, os da-
dos obtidos sugerem que as delta-endotoxi-
nas produzidas pelos cinco isolados de B. thu-
ringiensis testados nao apresentam proteinas
Cry com acao toxica para a ordem Blattodea,
uma vez que causaram uma menor a¢io so-
bre os insetos-alvo do trabalho de Hiibner
(2004).

Lambiase et al. (1996) mencionam uma
diferenciacao na localizacao dos sitios bacte-
rianos em B. germanica ¢ P. americand, o
que poderia justificar o fato de ter-se obtido
uma acgao inseticida para a primeira espécie e
uma auséncia de efeito para a segunda.

Também forma realizados ensaios de to-
xicidade in vivo para verificar a acao de B.
thuringiensis oswaldocruzi (H-38) e B. thu-
ringiensis brasiliensis (H-39) contra Peripla-
neta americana e Blatella germanica. Porém,
nesses ensaios nao houve acao patogénica das
cepas avaliadas as duas espécies de baratas
utilizadas nos bioensaios (Hiibner, 2004).
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