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SANTOS, E.M.M. Avaliacdo do impacto de um biolarvicida a base de Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) e Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) para controle de Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti em campo. 2017. Tese (Doutorado em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2017.

RESUMO

Produtos larvicidas a base de bactérias entomopatogénicas sdo seletivos e tém sido utilizados
com sucesso para o controle de culicideos e simulideos de importancia médica. Nessa
perspectiva, um biolarvicida composto por cristais inseticidas de Lysinibacillus sphaericus
(Lsp) e Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti), VectoMax® CG, foi avaliado em relagéo
a sua eficacia para o controle de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti em éreas urbanas,
bem como avaliado seu impacto na suscetibilidade de C. quingquefasciatus a Lsp. O estudo foi
conduzido no bairro de Agua Fria, Recife-PE que ja vinha tratando seus criadouros
bimensalmente com larvicidas a base de Lsp (VectoLex®G) e de Bti (VectoBac® G). A regido
foi dividida na &rea 1 (A1) onde o esquema foi mantido e na area 2 (A2), onde o0s produtos
foram substituidos pelo VectoMax®. indices entomolégicos durante o periodo de pré-
intervencdo foram analisadosa partir da densidade de adultos/formas jovens. Além da
avaliacdo da suscetibilidade de C. quinquefasciatus a Lsp. Durante os trés anos de
intervencdo, esses levantamentos entomoldgicos foram mantidos. Apds o primeiro ano, houve
uma reducdo no numero de adultos de C. quinquefasciatus nas duas areas (p=0<0,0005),
atingindo uma queda de 43,83% (Al) e 61,86% (A2) comparado ao periodo de pré-
intervencdo. A suscetibilidade de C. quinquefasciatus a Lsp ndo apresentou perda, as razdes
de resisténcia apresentaram flutuacGes inferiores a 10 vezes, em ambas as areas, na maioria
das avaliacBes. Os alelos que conferem resisténcia a Lsp tiveram uma frequéncia de 0,057
antes da intervencdo, ao longo do tratamento, a frequéncia na A2 foi inferior (0,069) a Al
(0,088), sugerindo que o uso do VectoMax® desfavoreceu a selecio destes alelos. Desta
forma, a utilizacdo do produto conjugado Lsp+Bti, ofereceu vantagens como um maior
impacto no controle de C. quinquefaciatus, menor potencial de selecdo de resisténcia, além de
vantagens logisticas pelo uso de um Gnico produto.

Palavras-chave: Aedes. Culex. Bacillus thuringiensis. Controle bioldgico de vetores.



SANTOS, E.M.M. Evaluation of the impact of a biolarvicide based on Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) and Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) for control of Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti in the field. 2017. Tese (Doutorado em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2017.

ABSTRACT

Larvicidal products based on entomopathogenic bacteria are selective and have been
successfully used for controlling culicidae and simulids of medical importance. From this
perspective, a the effectiveness biolarvicide composed of insecticidal crystals of Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) and Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), VectoMax® WSP, was
evaluated for controlling the Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti in urban areas, as well
as its impact on the susceptibility of C. quinquefasciatus to Lsp. The study was conducted in
the neighborhood of Agua Fria, Recife-PE, which had been treating its breeding grounds bi-
monthly with larvicides based on Lsp (VectoLex® G) and Bti (VectoBac® G). The region
was divided into area 1 (Al) where the scheme was maintained and in area 2 (A2), where the
products were replaced by VectoMax®. Entomological indices during the pre-intervention
period were performed from the density of adults young forms. In addition the susceptibility
of C. quinguefasciatus to Lsp was also evaluated. During the three years of intervention, these
entomological surveys were maintained. After the first year, there was a reduction in the
number of adults of C. quinquefasciatus in both areas (p = 0 <0.0005), reaching a decrease of
43.83% (Al) and 61.86% (A2) compared to the pre-intervention. The susceptibility of C.
quinguefasciatus to Lsp showed no loss, the resistance ratios showed fluctuations less than 10
times, in both areas, in most evaluations. The alleles conferring resistance to Lsp had a
frequency of 0.057 before the intervention, throughout the treatment, the frequency at A2 was
lower (0.069) tham Al (0.088), suggesting that the use of VectoMax® disadvantaged the
selection of such alleles. In this way, the use of the Lsp + Bti conjugated product offered
advantages such as greater impact on C. quinquefaciatus control, less resistance selection
potential, and logistic advantages due to the use of a single product.

Keywords: Aedes. Culex. Bacillus thuringiensis. Controle bioldgico de vetores.
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1 INTRODUCAO

Algumas espécies de mosquitos tém a capacidade de transmitir agentes etioldgicos de
varias doencas causando sérios problemas de salde publica, além de incdbmodo a populacéo
humana (SERVICE, 2004). Mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles, Culex podem ser
vetores de agentes causadores de doengas como a maléria, filariose linfética, dengue, febres
amarela, zika e chikungunya (FOSTER; WALKER, 2009). Durante as ultimas décadas,
inseticidas quimicos tém sido a ferramenta utilizada para o controle populacional de insetos
vetores, causando impacto ambiental e afetando a saide do homem. Além disso, as
populagdes expostas a produtos inseticidas, frequentemente, podem desenvolver resisténcia
depois de um periodo de tratamento continuo. A resisténcia tem sido uma consequéncia quase
inevitavel, detectada em escala mundial, em decorréncia do uso indiscriminado de inseticidas
quimicos. Weill et al. (2003), detectaram uma dréstica reducdo na suscetibilidade de
mosquitos aos larvicidas das classes dos organofosforados e carbamatos ap6s décadas de
exposi¢do a estes compostos.

Uma alternativa para substituicdo dos agentes quimicos nas acbes de controle de
mosquitos é o uso de produtos a base de bactérias entomopatogénicas como Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) e Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti). Estas bactérias produzem
toxinas com acdo larvicida seletiva para algumas espécies de mosquitos (LACEY et al., 2015;
Organizacdo Mundial de Saude, 1985;). Biolarvicidas a base de Lsp e Bti tém sido utilizados
em programas integrados de controle populacional de mosquitos em diferentes localidades do
mundo (LACEY 2007; REGIS et al., 2001). Uma das principais vantagens dos larvicidas
bioldgicos é a sua acdo seletiva, sendo assim indcuos a saude humana e ao meio ambiente
(BECKER, 2003; MULLA et al., 1984).

Lsp se caracteriza por possuir uma boa persisténcia em campo associada a sua
capacidade de reciclagem em ambientes ricos em matéria organica (BECKER et al., 1995).
No entanto, seu modo de acdo, dependente da interacdo de apenas uma toxina (Bin) que
possui uma classe especifica de receptores presentes no intestino das larvas, favorece a
selecdo de resisténcia em populagdes expostas de forma continua e exclusiva com este
biolarvicida. A espécie Aedes aegypti é considerada refrataria a Lsp, pois as concentracfes
capazes de matar suas larvas séo entre 100 e 1000 vezes superiores aquelas usadas para as
larvas de Culex quinguefasciatus, que € considerada a espécie mais suscetivel a Lsp
(NIELSEN- LEROUX; CHARLES, 1992). Bti, diferentemente do Lsp, apresenta uma maior

sensibilidade a radiacdo solar e com elevada carga de matéria organica, presente em
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ambientes aquaticos, que limitam a persisténcia de sua acdo larvicida em certos tipos de
criadouros (LACEY, 2007). Por outro lado, o complexo modo de acdo de Bti cujos cristais
contém quatro toxinas que atuam em sinergia com diferentes receptores, dificulta o processo
de selecdo de resisténcia nas populacdes de mosquitos expostas (ARAUJO et al., 2013;
FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013;GEORGHIOU; WIRTH, 1997). Estudos in vivo e in vitro
mostram que existe uma sinergia de acdo entre as toxinas de Lsp e Bti, pois essas toxinas
combinadas possuem uma significativa atividade larvicida para colénias de Culex
quinguefasciatus resistentes a Lsp, demonstrando assim, potencial para superar a resisténcia a
toxina Bin (THIERY et al., 1998; WIRTH et al., 2004). Além disso, estas toxinas associadas
apresentam uma acao larvicida para A. aegypti (WIRTH et al., 2004). A partir desses achados,
foi desenvolvido um produto que possui em sua formulacdo uma mistura de cristais de Lsp e
Bti destinados ao controle de mosquitos (ANDERSON et al., 2011; KAHINDI et al., 2008;
MWANGANGI et al., 2011).

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o potencial do biolarvicida VectoMax® CG
composto por cristais de Lsp e Bti, para o controle de C. quinguefasciatus e A. aegypti em
uma area do bairro de Agua Fria, situado no municipio de Recife, regido Nordeste do Brasil.
Recife possui condicbes propicias para a proliferacdo dessas espécies e a circulacdo de
diferentes agentes etioldgicos, fazendo com que as a¢Bes de controle conjuntas para as duas
espécies sejam essenciais para interromper o ciclo de transmissdo de doencas por eles
veiculadas. Em Agua Fria, programas de controle de vetores vém sendo executado ha mais de
10 anos. Dentre as acBes de controle preconizadas, os criadouros de C. quinquefasciatus sao
tratados com um produto larvicida a base de Lsp (VectoLex® G) e os criadouros de A. aegypti
recebem aplicacdes com larvicida a base de Bti (VectoBac® G e WDG).

A hipotese desse estudo é de que um produto composto por cristais inseticidas de ambas
bacterias Lsp+Bti possa ser usado em substituicdo aos biolarvicidas que contém apenas uma
das bacterias entomopatogénicas em sua formulagdo. Esta substituicdo pode trazer vantagens
pela presenca de cinco toxinas com mecanismos de a¢do associados a diferentes receptores e
com um espectro de acdo mais amplo para espécies de mosquitos. O ganho operacional,
também é um fator importante, pois um (nico produto poderd promover o controle
populacional de diferentes espécies no mesmo habitat. A escolha do produto mais adequado
para o controle dos mosquitos vetores é essencial para a sustentabilidade dos programas de
controle e para reduzir a frequéncia de transmissdo de virus dengue, febre amarela, zika e
chikungunya, além do verme Wuchereria bancrofti responsavel pela filariose linfatica no

estado de Pernambuco.
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A partir dos dados obtidos nesse estudo foi possivel compor dois artigos, o primeiro foi
elaborado com os resultados obtidos do impacto do tratamento dos larvicidas sob a densidade
de C. quinquefasciatus e Aedes aegypti e encontra-se como apéndice dessa tese. O segudo
manuscrito sera elaborado a partir dos dados de suscetibilidade e frequencia de alélos de

resisténcia de C. quinquefasciatus a Lsp.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Culex quinquefasciatus: bioecologia

Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) € um mosquito cosmopolita,
ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Sua distribuicdo é bastante
influenciada pela presenca do homem, além de fatores ambientais e climaticos como
precipitacdo e temperatura (ANDRADE; NASCIMENTO, 2010; FORATTINI, 2002;
LEISNHAM; LADEAU; JULIANO, 2014). Apresenta comportamento endofilico e
antropofilico e suas fémeas realizam hematofagia preferencialmente no periodo crepuscular
vespertino e a noite (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI et al.,
2002). O repasto sanguineo € essencial para a maturacdo dos ovos, e este habito alimentar das
fémeas possibilita a transmissdo de patdgenos aos hospedeiros humanos, além de causar
desconforto e afetar a qualidade de vida dos individuos expostos as suas picadas.

As fémeas realizam a postura de ovos agrupados, em formato de uma jangada, depositada
na superficie da agua em criadouros de colecbes aquaticas, caracterizadas preferencialmente,
por elevada carga de matéria organica. As larvas de 1° estadio eclodem em 48 horas, e passam
por mais trés estadios larvais (L1, L2, L3 e L4) com duracdo média de 24h para cada um deles.
A larva de 4° estadio faz a muda para a fase de pupa, e entre 24 a 48 h ocorre a emergéncia do
adulto. Em condic@es ideais de temperatura (25-27 °C) e umidade (60-80%), o ciclo bioldgico
do ovo até a fase adulta tem duracdo aproximada de dez dias e a longevidade do adulto pode
variar entre 34 a 50 dias, existindo registros de até 90 dias de sobrevivéncia (RAMAIAH ;
DAS, 1992; VIANNA et al., 1996).

Entre os culicideos, a busca e a escolha pelo criadouro apropriado é um importante fator
no processo de oviposicao e sucesso reprodutivo (MILLAR et al., 1994; NAVARRO-SILVA et
al., 2009), pois esses insetos passam a primeira parte do seu ciclo de vida no ambiente aquético
(WACHIRA et al., 2010). Varios fatores influenciam na escolha desse sitio de oviposicao, tais
como a qualidade da agua (HARBISON et al., 2010), incidéncia de luz (VEZZANI,
ALBICOCCO, 2009), pré-existéncia de ovos (GANESAN et al., 2006), disponibilidade de
alimento e vegetacdo no local (BARKER et al., 2009). Essas caracteristicas podem ser decisivas
na escolha do sitio de criagdo de algumas espécies do género Culex. BECKER (2003) sugere
gue os gases de substancias como aménia, metano ou didxido de carbono, liberados quando o
material organico entra em decomposicdo, tém um efeito atraente sobre fémeas de C.

quinquefasciatus. Seus ovos agrupados apresentam goticulas do feroménio de agregacéo de
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oviposicao (6-eritro-5acetoxy hexadecandide) que também exerce grande poder atrativo sobre
fémeas que buscam local para realizar suas posturas (GANESAN et al., 2006). Desta forma,
populacOes desses mosquitos se estabelecem com tendéncia a se agrupar, assim 0s criadouros
desta espécie sdo caracterizados por uma alta densidade de individuos (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).

Devido ao grande potencial de colonizacéo e adaptacdo em todos os tipos de ambientes
aquaticos artificiais, sobretudo aqueles com alto nivel de matéria organica, C. quinquefasciatus
possui alta capacidade de proliferar em areas urbanas com saneamento precario (CONSOLI,
1994; SIMONSEN; MWAKITALU, 2013). O Brasil possui grande nimero de municipios com
com condicBes sanitarias deficientes, como agregacGes de moradias construidas em areas
alagadicas, adensamento urbano, além de outras caracteristicas que potencializam o ndmero de
criadouros e a capacidade de crescimento populacional do mosquito (ALBUQUERQUE, 1993;
SIMONSEN; MWAKITALU, 2013). A cidade do Recife reflete bem as condices descritas
acima, pois apenas 42% desse municipio possui rede de esgoto (PERNAMBUCO, 2004)

2.2 Importancia epidemioldgica de Culex quingquefasciatus

No Brasil, 0 mosquito C. quinquefasciatus apresenta importancia para a satde publica
por ser vetor do agente causador da filariose linfatica bancroftiana (FL) (ALBUQUERQUE,
1993; PERERA et al., 2007). Em outras regides e paises pode atuar também como vetor do
virus do Nilo Ocidental (CIOTA et al., 2014; LUJAN et al., 2014; ZINSER et al., 2004), de
encefalites como a St Louis (DIAZ et al., 2013; KRAMER et al., 2008) e do virus Oropouche
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FIGUEIREDO, 2007), além dos virus Mayaro e Rocio. Além
disso, estudos realizados no Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhdes (CPgAM) demonstraram a presenca de particulas virais do virus zika nas
glandulas salivares de C. quinquefasciatus (GUEDES et al., 2016). Esse achado € mais um
motivo de alerta quanto a importancia das a¢des de controle de mosquitos em nosso pais.

A FL é uma parasitose que tem origem a partir da infeccdo causada por um dos
seguintes nematddeos: Brugia timori, Brugia malayi e Wuchereria bancrofti (SIMONSEN,
2009). O mosquito C. quinquefasciatus é o principal vetor de W. bancrofti na Asia e na Africa
Orientale nas Américas (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE SAUDE, 2004). A FL
chegou ao Brasil através do trafico de escravos oriundos da Africa, e o parasita transmitido
por C. quinquefasciatus se propagou para varias areas urbanas (SIMONSEN; MWAKITALU,
2013).
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Atualmente, os municipios de Recife, Olinda, Jaboatdo dos Guararapes e Paulista,
situados na Regido Metropolitana do Recife (RMR), constituem o Unico foco endémico
remanescente no Brasil (FONTES et al., 2012; PERNAMBUCO, 2011), e estdo inseridos no
Programa Nacional de Eliminacéo da Filariose (PNEFL) conduzido pelo Ministério da Saude
desde 2002 (Secretaria Estadual de Salde). Este por sua vez, esta inserido no Plano Global de
Eliminacdo da Filariose Linfatica estabelecido em 1997, que tem como meta a erradicacdo
mundial da doenca até 2020 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000, 2006).
Outras cidades que estavam incluidas no PNEFL ja receberam certificacfes de eliminacédo da
FL, como Maceio-AL e Belém-PA (FONTES et al., 2012). Em Recife, as estratégias para
eliminacdo da filariose preconizadas pelo PNEFL, incluem o mapeamento dos focos
endémicos, a administracdo de medicamentos em massa para a populacdo humana residente
nesses focos endémicos, o tratamento dos criadouros de mosquito com larvicida e acdes de
manejo ambiental para eliminacdo de criadouros. A eficacia das ac¢fes de eliminagdo da FL
também est& sendo avaliada através do xenomonitoramento, utilizando a reacdo para detecgédo
do DNA do verme filarial (W. bancrofti), atraves de PCR em fémeas de C. quinquefasciatus
(ORGANIZACAO PANAMERICANA DE SAUDE, 2014).

Estudos recentes apontam que além da circulacdo das atuais arboviroses, existe um risco
real de introducdo e transmissdo do virus do Oeste do Nilo em paises como Brasil, Peru,
Austrélia e Nova Zelandia (SAMY et al., 2016). No Brasil, a presenca abundante de C.
quinguefasciatus, além de altas temperaturas sao fatores-chave identificados para a expansdo
do virus (ROTH et al., 2010). Assim, o controle vetorial de C. quinquefasciatus é uma etapa

essencial para reduzir os riscos de epidemias.

2.3 Aedes aegypti : bioecologia

Aedes aegypti pertence a familia Culicidae, género Aedes, subgénero Stegomyia.
Apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo mais encontrado em regifes tropicais e
subtropicais (HALSTEAD, 2008). Varios aspectos da biologia de A. aegypti sdo similares a
C. quinguefasciatus, tais como curto ciclo de vida, comportamento endofilico e antropofilico.
Por outro lado, A. aegypti tem habito diurno, a hematofagia realizada pelas fémeas para a
maturacao dos ovos ocorre, preferencialmente, nas primeiras horas da manha e ao anoitecer.
Apos a digestdo do sangue ingerido, a fémea realiza a selegdo de criadouros para deposicdo
dos ovos, que sdo postos de forma isolada sobre substratos Umidos em corpos aquaticos,
proximos a lamina d’agua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; CLEMENTS, 1996).
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A escolha especifica de um local para oviposi¢do é influenciada por varios fatores
fisicos (CLEMENTS, 1996), comportamentais (FAY et al. 1965; GOMES, SCIAVICO,
EIRAS, 2006), ambientais (BEZERRA et al., 2006; COSTA et al., 2008; FADER et al., 2014;
KEARNEY et al., 2009) e fisiolégicos (MARQUES; MIRANDA, 1992; NAVARRO-SILVA,
2009). Durante a selecdo do local para realizagdo de suas posturas, a fémea pode ser atraida
por odores de infusdes organicas (CADENA; MULLEN, 2007; REITER, AMADOR,
COLON, 1991; SANTOS et al., 2010), estimulos visuais e tateis, preferindo ovipositar em
ambientes escuros e em substratos Umidos (FAY; PERRY, 1965; GOMES et al., 2006;
MUIR; THORNE; KAY, 1992;). A presenca de larvas coespecificas no sitio de oviposicéo
também é um estimulo atrativo para a postura (CHADEE; CORBET, 1993; SERPA et al.,
2008; ZAHIRI; TILAK et al.,, 2005; MANFRED; LEWIS, 1997). Contrariamente a C.
quinguesfasciatus, A. aegypti possui 0 comportamento de distribuir os ovos de uma mesma
postura em varios criadouros (HARRIGTON et al., 2001). A. aegypti apresentam ainda uma
estratégia ecoldgica de sobrevivéncia, pois seus ovos resistem a dessecacdo por Varios meses,
possibilitando a eclosdo de suas larvas posteriormente, quando houver contato com a agua
(HALSTEAD, 2008; SILVA; SILVA 1999). Essas caracteristicas ampliam sua distribuicéo e
capacidade de manter-se no ambiente e, consequentemente, dos agentes etioldgicos que
podem ser veiculados pelos adultos (HONORIO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2006).

A adaptabilidade de se reproduzir nos ambientes doméstico e peridoméstico, somado a
sua peculiaridade de ovipositar em recipientes diversos (Ex. latas, vidros, calhas, pneus e
vasos de plantas) bem como em reservatorios de uso doméstico (Ex. cisternas, caixas d’agua,
tonéis) (PENNA, 2003; SERPA et al., 2013), garantem seu sucesso populacional. As areas
caracterizadas por apresentarem baixo indice de qualidade ambiental, e o grau de urbanizagéo
estdo relacionadas com a presenca de criadouros produtivos (MACIEL-DE-FREITAS et al.,
2007). Fémeas de A. aegypti tém preferéncia em fazer a postura em reservatorios de agua
considerada limpa, porém, tem sido demonstrado a presenca de formas imaturas em
criadouros com agua rica em matéria organica, que sdo criadouros preferenciais de C.
quinquefasciatus (SANTOS; BARBOSA, 2014; VAREJAO et al., 2005; VIJAYAKUMAR et
al., 2014). As caracteristicas bioldgicas desse mosquito dificultam as a¢des de vigilancia e de
controle necessarias para reduzir os problemas de satde publica provocadas por este vetor
(BRAGA et al., 2000).

2.4 Importancia epidemioldgica de Aedes aegypti
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A. aegypti € um importante vetor de patdgenos causadores de doencas humanas,
destacando-se a febres amarela, dengue, chikungunya e zika. Epidemiologicamente, a febre
amarela causada pelo virus amarilico distinguiu-se em dois tipos, silvestre e urbana. A forma
urbana tem como vetor A. aegypti, enquanto a rural tem a transmissao realizada por mosquitos
dos géneros Haemagogus e Sabetis. Essa doenca se mantém endémica ou endozodtica nas
florestas tropicais da América e Africa causando, periodicamente, surtos isolados ou
epidemias de maior ou menor impacto para a sadde publica (VASCONCELOS, 2003). De
acordo com o ultimo boletim da incidéncia de febre amarela no Brasil realizado entre
dezembro/2016 e janeiro/2017, ocorreu um periodo de re-emergéncia do virus da febre
amarela na regido extra-amazonica, um total de 128 casos humanos foram confirmados. A
maior parte dos eventos foi inicialmente registrada na regido Centro-Oeste, onde 0 virus
reemergiu a partir de julho de 2014. Posteriormente, foi observada a dispersao da transmissao
nos sentidos Sul e Sudeste do pais, quando afetou o estado de Minas Gerais. Os estados
provaveis de infeccdo foram: Goids, Para, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Espirito Santo,
Bahia, Tocantins (BRASIL, 2017).

O mosquito Aedes aegypti também é o vetor do virus dengue (DENV), pertencente a
familia Flaviviridae. A dengue é uma arbovirose causada por um dos cinco sorotipos virais
(DENV1, DENV2, DENV3, DENV4, DENV5), sendo o quinto sorotipo encontrado na
Malasia e apenas recentemente descrito por Normile (2013). A doenca pode ocorrer da forma
classica ou evoluir para a forma grave (hemorragica) podendo levar & morte (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002). As epidemias de dengue no mundo tém sido um problema
de saude publica com estimativa de 50 milhGes de novos casos da doenca a cada ano
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). No Brasil, epidemias ocorrem desde
1981, sendo as principais em 1996, 2002, 2006 e 2010 que correspondem a introducdo de
novos sorotipos virais. De acordo com dados do Ministério da Saude, em 2016, foram
registrados 1.487.924 casos provaveis de dengue no pais, com uma incidéncia de 727,6
casos/100 mil hab. Na regido Sudeste foi registrado o maior nimero de casos provaveis
(855.425 casos; 57,5%) em relacdo ao total do pais, seguida das regides Nordeste (323.558
casos; 21,7%), Centro-Oeste (197.033 casos; 13,2%), Sul (73.196 casos; 4,9%) e Norte
(38.461 casos; 2,6%). Foram confirmados 609 oObitos por dengue, representando 6,8% dos
casos graves ou com sinais de alerta. Também foram registrados no pais 38.332 casos
provaveis de febre de chikungunya (taxa de incidéncia de 18,7 casos/100 mil hab.),

distribuidos em 696 municipios, dos quais 13.236 (34,5%) foram confirmados. Houve



27

também confirmac&o de seis 6bitos por febre de chikungunya, nos estados da Bahia, Sergipe,
Sdo Paulo e Pernambuco (BRASIL, 2016).

Diversos fatores influenciam a manutencao do ciclo de transmissao destas arboviroses, a
intensa e desordenada urbanizacao gera precarias condi¢cdes de moradia, de infra-estrutura de
coleta de lixo e de saneamento basico (GUBLER, 2002; RIGAU-PEREZ et al., 1998),
somados a ineficiente estrutura de abastecimento de agua, que estimula o seu armazenamento
em domicilios pela populacdo (PENNA, 2003). Esses fatos favorecem o desenvolvimento de
condicdes adequadas para a formacdo de criadouros de A. aegypti e C. quinquefasciatus
(TAUIL, 2001). O aumento da mobilidade mundial das popula¢gdes humanas, atravées viagens
regionais e internacionais constitui mais um aspecto que favorece a circulagdo dos virus e o
transporte passivo de vetores (Organizacdo Mundial de Saude, 2014).

A imunizacdo contra 0 DENV e o controle vetorial sdo as principais estratégias para
combater a dengue (GYAWALI; BRADBURY; TAYLOR-ROBINSON, 2016).
Recentemente, foi desenvolvida e disponibilizada uma vacina registrada (Sanofi- Pasteur)
contra os quatro sorotipos virais da dengue (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4). Ha
também outra vacina tretavalente desenvolvida pelo Instituto - Butantd em parceria com NIH-
National Institutes of Health) que estd em fase de testes clinicos em humanos, sendo a
previsdo é de que a vacina esteja disponivel, gratuitamente, para a populacdo, por intermédio
do SUS (Sistema Unico de Sadde), a partir de 2019 (PORTER; TENEZA-MORA;
RAVIPRAKASH, 2014).

Outra arbovisose que tem levado a uma grande preocupacdo no Brasil é a infeccdo
causada pelo virus ZIKA (ZIKV).Sua associacdo com a sindrome congénita neuroldgica em
recém-nascidos e a sindrome de Guillain-Barré j& foram esclarecidas e representa um novo
desafio no campo da saude publica (HAZIN et al., 2016; HEUKELBACH; WERNECK,
2016; MUSSO; GUBLER, 2016). A associacdo dos casos de microcefalia em recém-nascidos
com a infeccdo de gestantes pelo ZIKV foi apresentada recentemente por meio de imagens e
analises virologicas e patoldgicas fetais (MLAKAR et al., 2016), e confirmada por estudos
através da identificacdo e sequenciamento do ZIKV em liquido amnidtico de duas gestantes
que tiveram infecgé@o durante a gravidez e fetos com microcefalia (CALVET; DOS SANTOS;
SEQUEIRA et al., 2016). A circulagdo desse virus no Brasil foi registrada inicialmente nos
estados da Bahia e Rio Grande do Norte (CAMPOS et al., 2015). Rapidamente, outros casos
de infecgdo por esse virus foram confirmados em diferentes estados brasileiros, além de casos
reportados na América Latina, Caribe, Estados Unidos e Europa. Quanto a infec¢cdes pelo

virus ZIKV em 2016, foram registrados 211.770 casos provaveis no pais (taxa de incidéncia
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de 103,6 casos/100 mil hab.), distribuidos em 2.280 municipios, tendo sido confirmados
126.395 (59,7%) casos. A andlise da taxa de incidéncia de casos provaveis, segundo regides
geograficas, demonstra que a regido Centro-Oeste apresentou a maior taxa de incidéncia:
205,3 casos/100 mil hab. Entre os estados destacam-se Mato Grosso (670,0 casos/100 mil
hab.), Rio de Janeiro (407,7 casos/100 mil hab.) e Bahia (337,6 casos/100 mil hab.). A
Organizagdo Mundial da Saide (OMS) lancou um alerta e decretou estado de emergéncia
internacional no periodo de fevereiro a novembro de 2016 baseado no aumento de incidéncia
de microcefalia em zonas endémicas para infec¢bes do ZIKV. O municipio do Recife, no
estado de Pernambuco, é um dos locais com maiores numeros de casos notificados de
microcefalia em recém-nascidos associado a infec¢do por ZIKV nas gestantes (TEIXEIRA et
al., 2016). A introducdo desta nova arbovirose so potencializa a preocupa¢do com as acGes de

controle populacional do mosquito A. aegypti no estado e no Pais.

2.5 Controle de mosquitos

Uma das maneiras de prevenir doengas causadas por patdgenos transmitidos por vetores
é realizar aces que reduzam a densidade de seus vetores e, por conseguinte, reduzir o risco

de transmissdo. Esse controle pode ser realizado com intervengdes quimicas ou bioldgicas.

2.5.1 Quimico

O primeiro inseticida quimico usado mundialmente, de forma sistematica e disseminada, foi
o organoclorado DDT, utilizado a partir de 1940, principalmente, alguns anos apés o final da
Segunda Guerra Mundial para combater 0 mosquito vetor do plasmdédio causador da maléria.
(BECKER, 2003; SAUVE; DESROSIERS, 2014). O DDT possui alta acdo inseticida e é
caracterizado pela sua alta persistencia e estabilidade no ambiente. Posteriormente, em 1962,
com a publicagdo do livro “Primavera silenciosa” por Rachel Carson, surgiu uma
preocupacdo quanto ao uso indiscriminado do DDT e suas consequéncias ambientais na
cadeia trofica, pois seu uso passou a prejudicar grupos de animais ndo-alvo. O DDT foi
banido da maioria dos paises no mundo, inclusive no Brasil a partir de 1985 avaliando o
seu uso na agricultura foi cancelado e em 1998 seu emprego foi proibido em campanhas de
saude publica (ROBERTS; TREN, 2010). Atualmente, ainda é utilizado em alguns paises da
Africa para fins agricolas e de satde publica, devido aos sérios problemas que ainda atingem
aquele continente (YOHANNES et al., 2016). O sitio de agdo do DDT é a proteina do canal
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de sodio, agindo no desequilibrio destes ions e como consequéncia permite a passagem
constante e descontrolada do impulso nervoso.

Os organofosforados foram descobertos logo apds os organoclorados (CRINNION,
2000), sua acao neurotdxica se da por contato e ingestdo pelos insetos. A estrutura quimica
destes compostos apresenta uma menor estabilidade do que os organoclorados, e
consequentemente, possuem uma menor persisténcia no ambiente, porém sua toxicidade aos
vertebrados é superior quando comparado para organoclorados (BECKER et al., 2003). Os
principais inseticidas representantes desta classe empregados no controle de A. aegypti sdo o
malathion/adulticida utilizado de forma focal e o temephos/larvicida. Os carbamatos séo
derivados do &cido carbamico, e os principais representantes sdo o bendiocarb e o propoxur.
Foram desenvolvidos a partir de sementes de Calabar (Physostigma venenosum). Seu modo
de acdo é semelhante ao dos inseticidas organofosforados, possuem um amplo espectro de
atividade toxica, com a vantagem de serem mais rapidamente degradados, o que diminui a
persiténcia no ambiente (BRAGA; VALLE, 2007). Para organofosforados e carbamatos, o
sitio de acdo é a enzima acetilcolinesterase (Ache), cuja funcdo € hidrolisar a acetilcolina,
neurotransmissor pertencente as sinapses nervosas, em colina e acido acético, etapa essencial
para cessar o0 impulso nervoso. Os inseticidas inibem a a¢&o da Ache o que causa o acimulo
da Acetilcolinesterase.

Uma classe de inseticidas de grande importancia sdo os piretrdides, que sdo compostos
ésteres analogos sintéticos do acido crisantémico (piretrdide tipo 1) e do &cido pirétrico
(piretréide tipo I1l) isolados de Chrysanthemum cinerariaefolium e de outras espécies
relacionadas (DAVIES et al., 2007). O desenvolvimento de inseticidas deste grupo esta
representado por quatro geracdes, na terceira geracdo (1972 e 1973) a permetrina foi
produzida, inicialmente voltada para aplicacdo agricola. Na quarta geracdo houve o
desenvolvimento dos inseticidas mais utilizados, que se caracterizam por baixa toxicidade
para mamiferos, o que reduz o impacto ambiental, como, por exemplo, a cipermetrina e
deltametrina. Este grupo e efetivo em baixas doses e apresenta agcdo para um amplo espectro
de insetos (WARE, 2000). Os piretroides, assim como o DDT, atuam no sistema nervoso do
inseto, e tem como sitio o canal de sodio, afetando a sua funcdo (ELLIOTT, 1971;
HEMINGWAY et al., 2004; NARAHASHI, 1985; RUIGT et al., 1987; VIJVERBERG; VAN
DEN BERCKEN, 1990).

Outra classe de compostos desenvolvidas para o controle de insetos é classificada
como reguladores que interferem no desenvolvimento e metamorfose dos insetos (IGR, insect

growth regulators). Neste grupo se destacam os anadlogos ao hormonio juvenil (JHA -
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Juvenile Hormone Analogues), como o metopreno e o pyriproxyfen; e os inibidores da sintese
de quitina (CSlIs — “Chitin Synthesis Inhibitors”), representados principalmente pelos
compostos novaluron e diflubenzuron (GRAF, 1993). O metopreno, um dos mais antigos JHA
foi registrado em 1975. Dez anos depois, o CSI diflubenzuron, comecou a ser testado no
controle de mosquitos (ESTRADA; MULLA, 1986). Uma caracteristica comum a estes
compostos é ndo provocar mortalidade imediata das larvas, geralmente hd mortalidade no
estadgio de pupa ou durante a emergéncia do adulto pois agem causando danos durante o
desenvolvimento pré-imaginal dos insetos (GORDON; BURFORD, 1984; MULLA, 1995).
Os inibidores da sintese de quitina e atuam impedindo a formagdo da quitina durante a
metamorfose dos insetos. A quitina € o principal componente presente no exoesqueleto dos
insetos e é formada por polimeros de N-acetilglucosamina (COHEN, 1987). As larvas podem
ndo resistir ao aumento da pressdo interna durante a metamorfose, pela auséncia da quitina
estruturada, ndo conseguindo sustentar os muasculos durante a muda. Ocorrem também varios
acidentes de muda que culminam com a morte das larvas (EISLER, 1992; GROSSCURT et
al., 1988; MONDAL; PARWEEN, 2000). Estes compostos apresentam baixa toxicidade para
mamiferos, bem como auséncia de efeitos mutagénicos e teratogénicos (MONDAL;
PARWEEN, 2000). No entanto, afetam adversamente um grande nimero de artropodes além
de fungos, que possuem quitina em sua formacdo estrutural. Seu modo de acdo se da
principalmente por contato com o tegumento e ingestdo (GROSSCURT et al., 1988). Ap6s a
avaliacdo de sua toxicidade, a Organizacdo Mundial de Saude autorizou seu uso em agua de
consumo humano (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008). Um dos principais
problemas do uso de inseticidas quimicos € a falta de especificidade, o que limita sua
aplicacdo, pois sdo atingidas também espécies ndo-alvo, como predadores naturais, e outros
grupos importantes para o equilibrio ecologico e populacional (BECKER, 2003). Outra
dificuldade no uso de inseticidas quimicos é a sele¢do de individuos que possuam genes que
conferem resisténcia em populacBes expostas aos compostos quimicos (BOYCE et al., 2013;
MACIEL-DE-FREITAS et al., 2014; MARCOMBE et al., 2011). A escolha de estratégias
integradas de controle, e ambientalmente seguras, como o controle bioldgico é uma eficiente

alternativa para realizar o controle vetorial de mosquitos.

2.5.2 Bioldgico

Esse tipo de controle caracteriza-se pela utilizacdo de agentes naturais, no controle

do tamanho da uma popula¢do alvo. Existem diversos tipos de inimigos naturais de



31

controle que podem atuar como predadores, parasitoides e parasitas. Alguns
predadores, como copépodas, nematoides, macroparasitas tém sido sugeridos e
explorados como agentes no controle de mosquitos (LORD et al., 2007; UEJIO et al,,
2014). A utilizacdo de peixes tamém é uma alternativa muito popularizada. Entretanto,
estudo de meta-anadlise levando em consideracdo varios trabalhos, demonstraram que a
utilizacdo desse método de controle é ineficiente na reducdo da densidade
populacionaldo mosquito vetor do patégeno causador da malaria (WALSH et al,, 2013).
Patogenos de insetos podem também ser utilizados como virus, fungos e bactérias.
Dentre os diferentes grupos de virus entomopatogenicos, o maior foco em pesquisa é
com a familia Baculoviridae, principalmente os géneros: baculoviroses, Alfa, Beta,
Gamma e Deltabaculoviroses (MILLER, 1997; MOSCARDI et al.,, 2011).

A utilizacao de fungos para o controle de mosquitos adultos tem demonstrado
efetividade, para o controle de Anopheles (BLANFORD et al.,, 2005; KIKANKIE et al.,
2010; SCHOLTE et al., 2005). Esse tipo de estratégia de controle também disponibiliza
um risco bastante reduzido de atingir espéceis nao - alvo (LACEY et al., 2015). O modo
de acdo dos fungos entompatogénicos acontece através da producdo de propagulos
(geralmente conideos) que em contato com o hospedeiro suscetivel, leva o mosquito a
morte através do desenvolvimento da micose (LACEY et al., 2015).

Outra alternativa sdo os biolarvicidas, a base de bactérias entomopatogenas, como
Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e Bacillus thuringinsis serv. israelensis (Bti), por serem
eficazes e seguros para o controle de mosquitos (LACEY, 2007; REGIS et al, 2001).
Produzem toxinas inseticidas que apresentam atividade especifica para algumas
espécies de mosquito de importancia na sadde publica, maiores detalhes serao
discutidos nos intens 2.6 e 2.7.

O spinosad também € uma alternativa de biolarvicida bacteriano composto por
metabolitos naturais de Saccharopolyspora spinosa. E produzidos sob condicdes de
fermentacdo aerdbica deste actinomiceto, e sdo denominadas espinosinas A e D. O spinosad
apresenta como vantagem elevada atividade selectiva contra alguns insetos alvo e uma baixa
toxicidade para organismos ndo-alvo, incluindo muitos artropodes uteis (ANASTAS et al.,
1999; MAYES et al., 2003). As espinosinas ttm um modo de acdo, baseado na ativacdo dos
receptores de acetilcolina nicotinicos (NAChRs), presentes no sistema nervoso de insetos.
Essa ligagdo ao receptor leva a interrupgdo da neurotransmissdo de acetilcolina. Spinosad

também tem efeitos secundarios como um agonista do neurotransmissor do acido Y-amino-
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butirico (GABA) e leva o inseto & morte morte por hiperexcitagdo do sistema nervoso
(SPARKS et al., 2012). O spinosad possui um espectro de agdo que inclui grande variedade
de espécies de importancia agricola, médica e veterinaria. Entretanto, ha registros de
surgimento da resisténcia em varias espécies de Diptera (FERGUSON, 2004; HSU; FENG
2006; SCOTT 2003; SU; CHENG 2014), além de insetos de outras ordens como
Lepidoptera, Thysanoptera e Hymenoptera (SPARKS et al., 2012). Assim, 0 manejo da
resisténcia ao spinosad € bastante importante, considerando seu uso a longo prazo
(SIEGWART et al., 2015).

2.6 Lysinibacillus sphaericus (Lsp)

Lysinibacillus sphaericus, anteriormente classificado taxonomicamente como
Bacillus sphaericus (AHMED et al., 2007), é uma bactéria gram positiva com distribuicao
cosmopolita. A primeira cepa com atividade larvicida foi identificada em larvas de
Culiseta incidens (KELLEN et al., 1965). A partir dessa des¢o berta outras cepas foram
isoladas em diferentes regioes, incluindo a 1593 (Indonésia); 2297 (Sri Lanka); 2362
(Nigéria); C3-41(China). Essas cepas possuem alta atividade larvicida e vém sendo
empregadas para a producao de biolarvicidas em escala industrial (SINGER, 1977;
WEISER, 1984; WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980). Lsp apresenta atividade larvicida para
espécies dos géneros Culex, Anopheles, Aedes e Mansonia (LACEY, 2007).

Lsp produz cristais durante a esporulacdo que possuem protoxinas inseticidas. Estas
necessitam ser ingeridas pelas larvas dos mosquitos, processadas no seu intestino e,
posteriormente, ligar-se a receptores especificos, desencadeando efeitos citopat6logicos no

epitélio do intestino e posteriormente a morte das larvas.

2.6.1 Toxinas e modo de agdo

Quatro classes de toxinas inseticidas ja foram identificadas em cepas de Lsp, a
toxina binaria (Bin), as toxinas mosquitocidas (Mtx); toxina binaria Cry48Aa e Cry49Aa
e sphaericolisinas (BERRY, 2012) (Figura 1). A toxina binaria (Bin) é o principal
componente inseticida encontrado em cepas de Lsp, e principio ativo das cepas usadas
na producado de biolarvicidas. A toxina Bin é produzida na forma de protoxina no interior

dos cristais durante a esporulacao, e possui atividade elevada e seletiva para alguns
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géneros de mosquitos como Culex, Anopheles, Aedes e Mansonia (LACEY, 2007). Aedes
aegypti é considerado refratario para a toxina Bin, pois a concentracdo letal do Lsp para
essa espécie é cerca de 100-1000 que aquela para Culex pipens, que é a espécie mais
sensivel (NIELSEN-LEROUX; CHALES, 1992). No entanto, a atividade para espécies do
género é variavel; Aedes atropalpus, por exemplo, apresenta uma suscetibilidade
elevada, similar as espécies do complexo C. pipens (BERRY et al., 1993). Essa toxina é
denominada Bindria (Bin), pois é um heterodimero composto por dois polipeptidios,
BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa) que agem em sinergia e atingem a sua atividade larvicida
maxima quando ambos os componentes estdo presentes em concentracdes equimolares
(NICOLAS et al., 1993). Individualmente, as subunidades nao possuem alta toxicidade.

0 modo de acao da toxina Bin se inicia com a ingestdo dos cristais toxicos pelas
larvas em ambiente aquatico. Em pH alcalino intestinal das larvas, ocorre a solubilizagdo
dos cristais e a liberacao das protoxinas Bin que no limem sdo clivadas por serina-
proteases em fragmentos de menor peso molecular BinA (39 kDa) e BinB (43 kDa), que
sdo considerados as toxinas ativas (BAUMANN et al., 1985, 1988; DAVIDSON et al., 1987)
(Figura 1). Em seguida, os polipeptideos ativos possuem a capacidade de serem toxicas
para as larvas (NIELSEN-LEROUX; CHALES, 1992). Estudos demonstraram que o
componente BinB é responsavel por reconhecer e se ligar a receptores especificos do
epitélio intestinal das larvas, enquanto a BinA é responsavel pela toxicidade para as
células (NICOLAS et al,, 1993; CHARLES et al., 1997). Sobre a acao da toxina Bin ha
outros avan¢os na sua caracterizacdo, tais como a determinacdo de regides e
aminoacidos da sub-unidade BinB, responsaveis pela ligacdo aos receptores (ROMAO et
al, 2011; SINGKHAMANAN et al, 2013) além da estrutura cristalografica
(SRISUCHARITPAMIT et al., 2014). As interagdes de toxinas com receptores especificos
das células do epitélio do intestino induzem a alteragdes citopatologicas que resultam na
morte das larvas. Os principais efeitos citopatolégicos da toxina Bin no epitélio intestinal
de larvas sdo ruptura das microvilosidades, intumescimento das mitocdéndrias,
fragmentacdao do reticulo, e intensa vacuolizacdo citoplasmatica (CHARLES, 1987; DE
MELO et al., 2009; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003). Um estudo a respeito do modo de
acdo celular da toxina mostrou que esta induz a autofagia nas células tratadas e é alvo de

um processo de reciclagem em compartimentos especificos (OPOTA et al., 2011).
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Figura 1- Modo de a¢do da toxina Binaria presente nos cristais de Lysinibacillus sphaericus em larvas de Culex

L. sphaericus ’ \

quinquefasciatus.

Fonte: Roméo (2010).

Nota: Apo6s a ingestdo (A), o cristal € solubilizado no pH alcalino intestinal, a protoxina Bin é liberada no limen
do intestino (B) e processada até a forma de toxina ativa (C). Esta interage com receptores especificos (D)
presentes na membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os efeitos patolégicos (E), levando a larva a
morte.

Mxt: As toxinas mosquitocidas sdao produzidas durante a fase vegetativa e
classificadas como Mtx1, Mtx2, Mtx3 e Mtx4 (THANABALU et al.,, 1991; THANABALU;
POTER, 1996). As Mxt sdo produzidas na fase vegetativa e, portanto, sofrem degradacao
por proteases presentes no meio de cultura (WATI et al., 1997; YANG et al,, 2007). Por
outro lado, quando a Mtx1 é expressa de forma recombinante e purificada na bactéria
Escherichia coli, sua toxicidade é alta, mostrando-se equivalente a toxina Bin
(THANABALU et al., 1992). Apesar das toxinas Mxt ndo terem um papel importante nas
culturas esporuladas de cepas de Lsp, elas possuem potencial biotecnolégico quando
produzidas sob a forma recombinante.

Toxina binaria Cry48/49: Esta é uma nova toxina binaria produzida durante a

esporulacdo de algumas cepas de Lsp como pequenas inclusdes cristalinas, que foram
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inicialmente identificadas na cepa de Lsp IAB59. Os componentes sao as protoxinas
Cry48Aa e Cry49Aa, com pesos moleculares de 135 e 53 KDa, respectivamente. A
exemplo da Bin foi considerada uma nova toxina bindria, pois é composta por dois
polipeptideos que atingem a toxicidade maxima quando ambos estdo presentes em
concentracdes equimolares (JONES et al.,, 2007). O espectro de acdo é limitado para
larvas de Culex e os cristais-protoxinas também passam pelo processamento intestinal
para a forma ativa (JONES et al., 2008). As toxinas parecem interagir com um sitio-alvo
diferente daquele identificado para Bin, pois a toxina binaria Cry48Aa Cry49Aa possue
acdo contra larvas resistentes a Lsp, que sdo desprovidas de receptores para a toxina Bin
(DE MELO et al, 2008). Nas cepas nativas, estes cristais ndo sdo produzidos em
quantidades elevadas, e em concentragdes inferiores a toxina Bin. Portanto, esta toxina
binaria possui um potencial biotecnolégico para seu desenvolvimento, mas ainda ndo é

usada como principio ativo de produtos.

2.6.2 Receptores da toxina Bin e resisténcia a Lsp

A toxina Bin é o principal fator inseticida das cepas de Lsp usadas para a producgao
de biolarvicidas. A sua acao, como discutido anteriormente, é altamente especifica e
dependente de sua ligacdo a receptores no epitélio intestinal das larvas. Os receptores
da toxina Bin para Culex pipens, C. quinquefasciatus e Anopheles gambiae sdao a-
glicosidases (EC 3.2.1.20) ortolégas com cerca de 66-73 kDa, ligados a membrana
epitelial das células do intestino através de uma ancora de glicosil-fosfatidilinositol (GPI)
(SILVA-FILHA et al, 1999). Essas proteinas foram denominadas em ‘Culex pipens,
maltase 1 (Cpm1)’, ‘C. quinquefasciatus maltase 1’ (Cqm1) e ‘An. gambiae maltase 3’
(Agm3). As sequéncias do cDNA de cpm1 e cqm1 estao depositadas no GenBank sob os
numeros de acesso AF222024 e DQ333335 (DARBOUX et al., 2001; ROMAO et al., 2006).
Avaliando-se o grau de identidade entre esses receptores em nivel da sequéncia
proteica, observa-se que em relacdo a Cpm1 ha 66% para An. gambiae, 74% para A.
aegypti e 65% para Drosophila melanogaster (ROMAO et al. 2006). Larvas de A. aegypti
produzem a a-glucosidases, Aam1, que é ortéloga com a Cpm1, no entanto, ndo tem
capacidade de intera¢do com a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010; 2014).

Lsp apresenta modo de acdo baseado na interacao entre a toxina Bin a uma Unica

classe de receptores, e esta condicao é favoravel para selecao da resisténcia, comparada
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ao Bti, que possui complexo modo de agao (FERREIRA; SILVA-FILHA 2013). A detec¢do
da resisténcia de C. pipens/ C. quinquefasciatus a Lsp ja foi registrada em colonias
selecionadas em laboratério (AMORIM et al., 2007; PEI et al., 2002; WIRTH et al., 2000a),
assim como em populagdes naturais de campo expostas a tratamentos (MULLA et al,,
2003; NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 1997, 2002; RAO et al,, 1995; YUAN et al,, 2000).
Neste modelo, o mecanismo mais comum de resisténcia é a auséncia de receptores
funcionais no epitélio intestinal devido a muta¢des no gene cqm1 e com1 (CHALEGRE et
al., 2012; DARBOUX et al., 2002; 2007; GUO et al., 2013; NIELSEN-LEROUX et al., 1995;
2002; OLIVEIRA et al., 2004; ROMAO et al,, 2006). Entretanto, existem duas populacdes
de C. pipens (SPHAE e TUNIS) resistentes a Lsp, que apresentam receptores Cqml
funcionais, sugerindo a existéncia de outros mecanismos de resisténcia que ainda ndo
foram elucidados (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002).

As mutacdes no gene cgml podem gerar transcritos que codificam proteinas truncadas
sem ancora GPI e por ndo estarem localizadas no epitélio, ndo conseguem se ligar a toxina
Bin, ocasionando a refratariedade (Quadro 1). Até o presente momento, oito alelos de
cpml/cgml de genes associados a toxina Bin foram descritos, sete deles se caracterizam por
delecBes ou mutacGes nonsense, que criam um codon de parada prematuro e respectivos
transcritos codificam proteinas truncadas sem ancora GPl. Existe uma excec¢do no caso da
colénia BP da Franca, ocorrem dois eventos no gene cpml que levam a resisténcia a Lsp em
larvas de C. pipiens. Em um deles, o alelo denominado cpmler—del, foi originado por uma
insercdo de um elemento transponivel ou transposon no éxon 2. Esta insercdo leva a um
evento no processamento do RNA mensageiro, e uma delecdo de 198 pb ocorre no mesmo
éxon. Esta delecdo ndo muda a fase de leitura, entretanto, por razdes ainda desconhecidas, a
proteina codificada por este alelo (desprovida de 60 ou 66 aminoacidos) € incapaz de se ligar
a toxina Bin. Uma das possibilidades é que a perda desses aminoécidos afete o sitio de ligacdo
do receptor ou cause mudangas na conformacao da molécula (DARBOUX et al., 2007).
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Quadro 1- Alelos de resisténcia do gene cqml/cpm1 do complexo Culex pipens associados a resisténcia a toxina
Bin de Lysinibacillus sphaericus.

Alelo Pais Origem Mutacao Referéncia

cqm1 geo EUA Laboratério T1706A Darboux et al., 2002

cpm1gp Franga Campo GIn396stop Darboux et al., 2007

Ccpm1gp- del Franga Campo Delegdo 198nt Darboux et al., 2007

cqmlR China Laboratério Delecdo de C Guo et al., 2013
(445)

cqm1rec Brasil Laboratoério Dele¢do 19 nt Romado et al., 2006
(1257-1275)

cqm1Rgecz Brasil Laboratério G1292A Chalegre et al,, 2015

cqm1 gec-pi6 Brasil Campo Dele¢do 16 nt Chalegre et al., 2012
(1306-1321)

cqm1 gec-pzs Brasil Campo Dele¢do 25 nt Chalegre et al., 2012
(1276-1300)

Fonte: a autora.

Dentre os oito alelos identificados, quatro foram caracterizados em amostras de
populagdes de C. quinquefasciatus de bairros do Recife. O primeiro alelo identificado foi
obtido de uma col6nia de C. quinquefasciatus resistente a Lsp (R2362), o alelo cqm1rec
possui uma delecdo de 19 nucleotideos na posicao 1225-1243, que causa uma mudanca
na fase de leitura e origina um cédon de terminacdo da traducido prematuro (ROMAO et
al., 2006). A proteina truncada de 452 aminoacidos, que seria codificada pelo alelo
cqm1gec, ndo é expressa, de forma equivalente a proteina selvagem de acordo com uma
analise de padrdo de transcricdo (CHALEGRE et al.,, 2015). Apds a identificagdo do alelo
cqmlgec na colonia R2362, um screening do alelo em larvas de populagdes de C.
quinquefasciatus de areas da cidade do Recife (Brasil) ndo tratadas com Lsp, detectou a
sua presenca do em frequéncias que variaram de 0,001 a 0,006. Durante os estudos de
deteccao de alelo cqm1rec em populagdes do Recife novos polimorfismos do gene cqm1
com delecdes de 16 (1306 to 1321 nt) e 25 (1276 to 1300 nt) foram encontradas na
mesma localizada a

regidao génica onde esta
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delecdo de 19-nt (cqm1rec cqm1rec-nis, cqmI1recnzs), (CHALEGRE et al,, 2012) (Figura 2)
(Quadro 2).

Recentemente mais um alelo do gene cqm1, denominado cqm1rec-2 foi identificado
na colonia R2362, que vem sendo mantida sob uma pressao de exposicdo a Lsp ha varios
anos. Esse alelo se caracteriza por uma mutacdao nonsense G1324A gerando um stop
cédon prematuro (Trp431Stop). O resultado da codificagio do transcrito é um
polipeptidio truncado sem ancora GPI (CHALEGRE et al., 2015), a exemplo de outros trés

alelos descritos acima.

Figura 2 - Representacdo do gene que codifica o receptor Cqm1 em Culex quinquefasciatus (nimero de acesso
no GenBank DQ333335) e localiza¢do dos polimorfismos dos alelos cqmlgrec, cqMlrec-pis € CGMlrec-pos.

Exon 1 Intron1  Exon 2 Intron 2 Exon 3
* - ¥ -
5-UTR| 7 | |3uTR
269 bp 1,8 kb
Primer 1
-« -gaggtagccatgcaggacttecasagaggotcageagttogacaaccgagat cegaaccggacgoog atcL-.'J|r|:_-.-;c|a]:'.-_‘t_:t-:=_'ra. 2 1310
:gggticagtaccaacaccaacacctggetocogagttcateog ;actscgctcggtacaacgcg tgatgcagaagaatcca 1400
Primer 2

casagtaccttocaccacttocagoatctgaccaagottcgacggoaccggacgatgoagagtggtgagtacgtgracaagacggte. .. 1450

Fonte: Chalegre et al. (2012).

Nota: A. sequéncia de 1848 nucleotideos (nt) contendo dois introns de 50- (1169-1218) e 55-nt (1655-1709). B.
Regido de 269 nt (1221-1490) que engloba os polimorfismos dos alelos encontrados nas populacdes de Recife,
0s quais sdo: delecdo de 19 nt correspondendo ao alelo cgmlgec (Sublinhada); as seis bases adicionais
correspondentes a0 cqmlgec-ozs (azul e enquadradas); a delecdo de 16 nt do alelo cqmlgec-pis, localizada 11
bases além da delecdo de 19 nt, (it&lico, rosa e sombreado). O codon de terminacdo prematuro da tradugdo
originado pelas dele¢cdes est4 enquadrado e em negrito. Para a PCR alelo-especifica, os primers 1 e 2 foram
utilizados para as regides 5' e 3', respectivamente.
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Quadro 2- Frequéncia de alelos do gene cgml1 em populacdes de Culex quinquefasciatus determinados por PCR.
Nd - ndo determinado.

Amostra cqmlrecpis | cqmlrecpis | cqmlrecpzs | cqmlgece | Referéncias
Fazenda Nova 0,003 Nd Nd Nd Chalegre et al., 2009
Peixinhos 0,006 Nd Nd Nd Chalegre et al., 2009
Ipojuca 0,002-0,003 0 0 0 Chalegre et al., 2012;
Menezes et al.,2016
Jaboatdo 0,001-0,003 0,003 0 0,002 Chalegre et al., 2012;
Menezes et al.,2016
Roda de Fogo 0,004-0,0017 0 0 0 Chalegre et al., 2012;
Menezes et al.,2016
Azeitona 0,002-0,004 0,006 0 0 Chalegre et al., 2012;
Menezes et al.,2016
Agua Fria 0,033-0,050 0 0,002 0 Chalegre et al.,2009;
0,006-0,055 2012; Menezes et al.,
2016

Fonte: Chalegre et al. (2009, 2012); Menezes et al. (2016).

2.7 Bacillus thuringiensis (serv.) israelensis (Bti)

E uma bactéria Gram-positiva entomopatégena, inicialmente isolada em 1976 em
larvas mortas de C. pipens, bactéria cosmopolita, podendo ser encontrada em solo e
habitat aquaticos (GOLDBERG; MARGALIT 1977). Bti apresenta atividade larvicida para
varios géneros da ordem Diptera, tais como: Aedes, Anopheles, Culex, Simulium, além de
chironomideos (GOLDBERG; MARGALIT 1977; LACEY 2007). A exemplo de Lsp, a acdo
larvivida de Bti, também se deve a presenca dos cristais produzidos durante a
esporulacdo. O cristal contém toxinas da familia Cry, que possuem dominios e agem
especificamente em receptores, bem como toxinas da familia Cyt que possuem acao
citolitica (BEN-DOV, 2014; LACEY, 2007; SOBERON et al.,, 2007). Bti foi o primeiro

biolarvicida bacteriano introduzido no controle de dipteros, em 1982, no escopo do



40

programa de controle de oncocercose na Africa Ocidental (GUILLET et al., 1990). Desde
entdo, varios estudos constatam a eficiéncia do modo de acao do Bti no controle de

mosquitos (GOLDBERG e MARGALIT, 1977, LACEY, 2007, 2015; REGIS et al., 2001).

2.7.1 Toxinas e modo de agdo

Bti apresenta um modo de agdo cujas etapas iniciais sdo semelhantes aquelas
descritas anteriormente para Lsp. Apds ingestdo e solubilizacdo dos cristais em meio
alcalino no intestino das larvas, ocorre a ativacao proteolitica das protoxinas em toxinas,
ligacdo de toxinas ativas do epitélio intestinal e subsequente formacao de poros na
membrana das células resultando na lise celular (BRAVO et al., 2007; KNOWLES; ELLAR,
1987).

As protoxinas mais comumente encontradas nos cristais de Bti sdo Cry4Aa (125
kDa), Cry4Ba (135 kDa) Cryl1Aa (68 kDa) e a CytAa (28 kDa). Algumas cepas de Bti
podem apresentar cristais contendo as toxinas Cryl0Aa e Cyt2Ba que também apresentam
atividade larvicida contra mosquitos (BERRY et al,, 2002; GUERCHICOFF, UGALDE;
RUBINSTEIN, 1997; THORNE et al., 1986). Abaixo, algumas caracteristicas das toxinas:

a) Cry: Possuem trés dominios estruturais com as seguintes funcdes: dominio I
formado por a-hélices é a porcao da toxina responsavel pela inser¢cdo na
membrana das células intestinais, que resulta na oligomerizacdo, formacao de
poros, e perda de balango osmotico celular, que leva a lise celular (BOONSERM et
al., 2006). Os dominios II e IIl sao formados, sobretudo, por algas e folhas 3 e sao
responsaveis pela interagdo especifica com os receptores nas células intestinais
(DE MAAG et al., 2003; PIGOTT; ELLAR, 2007).

b) Cyt: Possuem um tnico dominio constituido por a-hélices e folhas beta, e sdo
toxinas com acao citolitica, agindo diretamente na membrana da célula formando
poros, ou através de uma agao detergente (BUTKO, 2003; BRAVO; GIL; SOBERON,
2007; KONI; ELLAR, 1994). As toxinas de Bti atuam em sinergia, ou seja, as
toxinas individualmente possuem baixa atividade, mas quando todas estdo
presentes, a atividade é elevada (CRICKMORE et al, 1995). A sinergia é
promovida pela toxina Cyt1Aa que tem capacidade de ligarem-se as toxinas Cry,
induzir a formacao de oligdbmeros que por sua vez se ligam aos receptores de

epitélio com alta afinidade (CANT()N etal, 2011; PEREZ et al,, 2005, 2007).
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2.7.2 Receptores e potencial de resisténcia

Alguns grupos de moléculas como caderinas (CADs), N-aminopeptidases (APNs),
fostatases alcalinas (ALPs), glicoconjugados e algumas metaloproteases podem atuar como
receptores de toxinas Cry no epitélio (ADANG, 2004; JURAT-FUENTES; OCHOA-
CAMPUZANO et al., 2007; KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994; VADLAMUDI et al.,
1994; VALAITIS et al., 2001). Estudos demonstram que as CADs funcionam como
receptores das toxinas na CryllAa e Cry4Ba em A. aegypti e A. gambiae (CHEN et al,,
2009a; HUA et al,, 2008). Alguns autores constataram a atividade das ALPs e APNs e a-
amilases como receptores das toxinas Cryl1Aa e Cry4Ba em intestino de larvas de A.
aegypti (CHEN et al, 2009; DECHKLAR et al, 2011; FERNANDEZ et al, 2005;
FERNANDEZ-LUNA et al., 2010; SAENGWIMAN et al., 2011). Como descrito acima, a
Cyt1Aa também pode servir como receptor de toxina Cryl1Aa e Cry4Ba, promovendo a
oligomeriza¢do necessaria para ligacdo de outros receptores do epitélio e subsequente
formacao de poros caracteristica dessa toxina (CANTON et al., 2011; PEREZ et al., 2005).
Essa a atuacdo da Cyt1Aa como receptor de outras toxinas € uma grande vantagem, pois
reduz as possibilidades de selecao de resisténcia para Bti.

A resisténcia a Bti em populagdes de mosquito de campo tem sido intensamente
investigada ha mais de 35 anos, no entanto, sem ainda ter sido detectada nesses insetos
(BECKER; LUDWIG, 1993; KAMGANG et al, 2011; TETREAU et al, 2012). Dados
referentes a avaliacdes de mais de 50 populagdes de C. pipens sem histérico do uso de
Bti, mostraram razoes de resisténcia (RR) com valores entre 3,0 a 12,5 vezes (VAZQUEZ
et al, 2009; WIRTH; FERRARI; GEORGHIOU, 2001). Em populagdes tratadas de A.
aegypti, A. albopicus e A. rusticus, essas razoes de resisténcia variaram em intervalos
menores entre (1- 3,9) (AZIZ et al, 2011; BOYER et al., 2012; KAMGANG etal,, 2011).

Em laboratério, estudos de resisténcia para toxinas isoladas de Bti foram
realizados, e demonstraram que larvas de A. aegypti expostas as toxinas Cry4Aa, Cry4Ba
e Cryl1Aa individualmente, foram alcan¢adas RRs (razdes de resisténcia) de 68, 9 e 9
vezes respectivamente (TETREAU et al., 2012). O modo de agdo complexo baseado na
acao de quatro toxinas com diferentes receptores nao favorece a selecao da resisténcia,

exceto quando as toxinas sao utilizadas individualmente, o que nao ocorre quando
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biolarvicidas contendo os cristais do Bti sdo usados. Estudos demonstram que essa
sinergia entre toxinas existentes no Bti pode acontecer também com toxinas de outra
espécie de bactéria como o Lsp (THIERRY et al.,1998; WIRTH et al., 2000b), como sera
descrito no item 2.9.

2.8 Utilizacao de Lsp e Bti em campo

Bactérias entomopatdgenas vém sendo utilizadas para controle de mosquitos em
véarias partes do mundo. Em alguns paises, como Brasil, India, Camardes, Sri Lanka e
Tanzania constatou-se o impacto da utilizagdo de Lsp no controle do vetor da filariose
linfatica, reduzindo a densidade populacional de mosquitos e consequentemente a exposi¢do
dos humanos as larvas filariais infectivas (BECKER, 2000; REGIS et al., 2000). No Brasil, a
utilizacdo de Lsp em campo para o controle de C. quinquefasciatus acontenceu
inicialmente no Distrito Federal (Brasilia), seguido de outros programas em Belo
Horizonte e Recife, quando reducdes significativas da densidade de C. quinquefasciatus
foram alcancadas (CONSOLI et al., 1997). Em Recife, no bairro do Coque, aconteceu uma
importante experiéncia de uso, em campo, de Lsp, que é uma area historicamente
endémica para a filariose linfatica, em um periodo em que a prevaléncia média da
infeccdo era de 10% da populacdo humana. A area foi submetida a intervengdes de
controle de C. quinquefasciatus, e o tratamento de mais de 3.000 criadouros com Lsp
durante 27 meses, em uma area de 1,2 km?, foi a acdo prioritaria das intervengdes. Esta
intervengdo resultou em uma reducdo da densidade de larvas e pupas de C.
quinquefasciatus de 437,8 larvas e pupas/amostra, antes do inicio do tratamento, para
valores entre 0,02 e 30 larvas/amostra (REGIS et al., 1995). Outra constatacao desse
estudo foi a menor suscetibilidade a Lsp (CLso dez vezes maior), detectada na populagao
de Culex do bairro do Coque apds 26 meses do inicio do tratamento (SILVA-FILHA et al,,
1995). Segundo Regis et al. (1996), é necessario manter o monitoramento da
suscetibilidade das populacdes de C. quinquefasciatus submetidas a exposicdo
prolongada a Lsp, ao mesmo tempo que indicam a viabilidade de alternar o uso dessa
bactéria com o Bti. Outro bairro do Recife que utiliza Lsp no controle de C.
quinquefasciatus é Agua Fria, sua utilizacio acontece ha mais de dez anos, o que
naturalmente aumenta a possibilidade de selecdo de individuos resistentes (SILVA-
FILHA et al, 2008). Alguns trababalhos ja demonstram também a eficiéncia do Lsp no
controle vetorial de anofelinos (LACEY, 2007). Estudos de Rodrigues et al. (1998)
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constataram a atividade desse larvicida a base de Lsp para Anopheles nuneztovari e Anopheles
darlingi. Outro estudo também reportou um controle do vetor da maléria Anopheles simesis
em Hubei, uma provicia da China utilizando Lsp e Bti (XU et al., 1992; YUAM et al., 2000).

A utilizacdo de Bti ocorreu logo apoés seu descobrimento, apds o isolamento da
cepa H-14 em Israel em 1977, suas propriedades larvidas para dipteros foram
caracterizadas (DE BARJAC, 1978; GOLDBERG; MARGALIT, 1977). Larvicidas a base de
Bti apresenta atuacao satisfatéria em campo, levando a reduc¢do da densidade larval em
diferentes tipos de criadouros de simulideos, culicideos e chironomideos (GOLDBERG;
MARGALIT, 1978; REGIS et al,, 2001; LACEY, 2007). O marco histérico de sua utilizacao
foi o programa de controle da Oncocercose na década de 80, na Africa Ocidental
(GUILLET et al., 1990). Outro exemplo de sua eficiéncia em campo é o programa de
controle de Aedes vexans no vale do rio Reno na Alemanha, que utiliza Bti ha mais de 30
anos (BECKER, 1997). No Brasil, esse biolarvicida também tem sido empregado desde
1982 no controle de simulideos na Serra Gaucha no Rio Grande do Sul (MARDINI et al,,
2000). Atualmente esta sendo utilizado por alguns municipios da Regido Metropolitana
do Recife no tratamento de criadouros de A. aegypti.

Existem vantagens e desvantagens na utilizacdao desses larvicidas. Lsp possui
persisténcia de sua acdo em areas ricas em matéria organica, além do seu alto potencial
de reciclagem em ambientes poluidos, que é superior ao Bti (LACEY et al., 1988; LACEY,
2007). No Brasil o uso do Lsp é fortemente recomendado, entretanto, populacoes de C.
quinquefasciatus podem se tornar resistentes com seu uso continuado, além da auséncia
de atividade toxica significativa para A. aegypti (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).
Ja os biolarvicidas a base de Bti apresentam uma maior sensibilidade a radiacdo solar do
que Lsp e ambientes aquaticos com alta carga de matéria organica, o que dificulta a
persisténcia desse larvicida em alguns tipos de criadouros, caracteristicos de regioes
tropicais como o Brasil (LACEY 2007). Entretanto, o sucesso na atividade téxica de Bti é
garantido pela presenca de diferentes toxinas que agem sinergicamente para a completa
expressao de sua toxicidade, através de ligagdes com multiplos receptores, dificultando
assim, 0 processo de selecdo de resisténcia nas populacfes de mosquitos expostas (ARAUJO
et al, 2013; FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013; GEORGHIOU; WIRTH, 1997;
LIKITVIVATANAVONG et al., 2011; SOBERON et al,, 2007). Embora essa bactéria seja

utilizada no controle de larvas, Stoops (2005) mostrou que Bti pode atuar também como
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um estimulante a postura, pois fémeas de Aedes albopictus deixam mais ovos em
recipientes tratados com Bti comparado aos ndo tratados.

Assim, a escolha pelo biolarvicida deve se basear nas caracteristicas ambientais e
mosquitogénicas dos criadouros a serem tratados. Atualmente, existem no mercado
produtos a base de Lsp e Bti, porém com custo mais elevado comparado a outros
larvidas quimicos. Esse fato muitas vezes limita a escolha do uso e disponiliza¢ado federal
desse tipo de lavicidas pelos municipios. Desta forma, o nimero de municipios que
aderem ao uso de biolarvicidas para controle vetorial de mosquitos ainda é reduzido,

apesar de todas as vantagens ambientais comprovadas.

2.9 Sinergias entre Lsp e Bti e perspectivas do seu uso combinado

Em razdo das caracteristicas descritas dos biolarvicidas, estudos prévios vém
demonstrando que Bti pode ser um importante aliado para prevenir o surgimento de
resisténcia a Lsp. Bti possui agdo sinérgica de multiplas toxinas, como descrito
anteriormente, em alvos distintos daqueles da toxina Bin (FILLINGER; LINDSAY,
2006). Além disso, Bti ndo possui resisténcia cruzada com Lsp, visto que estudos
demonstraram que larvas resistentes a toxina Bin sdo suscetiveis a toxicidade de Bti
(AMORIM et al., 2007; NIELSON-LEROUX et al.,1995; PEI et al,, 2002). A sinergia entre a
toxina Bin e Bti ja foi evidenciada na literatura, Thierry et al. (1998), descreveram o
efeito sinérgico entre Cyt1Ab e a toxina Bin, demonstrando que a associagao entre Lsp e
Bti possui uma significativa atividade toxica contra coldnias resistentes a Bin. Estudos
semelhantes foram desenvolvidos por Wirth et al. (2000a), que demonstraram que a
combinacdao CytlA e Lsp apresenta toxicidade para larvas de C. quinquefasciatus de
linhagens resistente a Lsp. Além disso, foi constatado que a CytlA também age em
sinergia com a toxina Bin contra A. aegypti, que naturalmente é considerado insensivel a
Bin (WIRTH et al., 2000b). Outra linha de pesquisa tem direcionado estudos para o
desenvolvimento de bactérias recombinantes capazes de produzir simultaneamente as
toxinas de Lsp e Bti, mas ainda nao foram testados em campo, sendo uma perspectiva
promissora para o desenvolvimento de novos produtos (FEDERICI et al., 2007; PARK et
al,, 2005; FEDERICI; PARK; BIDESHI, 2010). Na auséncia de organismos recombinantes é
possivel usar cristais nativos de cada uma delas, em um sistema de rotacdao ou

conjugacao ou dessas bactérias.
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Pelas razdes acima descritas, a associagdo de cristais Lsp e Bti é considerada
promissora e tem motivado o desenvolvimento de produtos conjugados contendo
cristais das duas bactérias (CETIN et al., 2007; ZAHIRI et al., 2002). Um deles é o produto
comercial (VectoMax® WSP) constituido de cristais de Lsp (2.7%) e Bti (4.5%). O uso
combinado de Lsp/Bti nesse produto pode ser util para agregar as vantagens dos
agentes nos seguintes aspectos: ampliar o espectro de a¢do para as espécies alvo,
reduzir o potencial da resisténcia associado ao uso isolado da toxina Bin. Estudos
realizados por Anderson et al. (2011) em caixas de inspecdo em Stratford - EUA, utilizando
esse produto observaram uma reducdo significativa no nimero de larvas e pupas de C. pipens e
Aedes japonicus ap6s a segunda aplicagdo do larvicida comparado ao controle (sem aplicacéo
de larvicida). Dritz et al. (2011) obtiveram uma redugéo significativa da densidade de larvas e
pupas de Culex tarsalis e Aedes malanimon em regides alagadas (“wetlands”) da California-
USA. Recentemente, Cetim et al. (2015), avaliando a eficacia do VectoMax® WSP em fossas
sépticas, constataram que a utilizacdo de 10 ou 20 g por criadouro tipo tanque resulta no
controle de 96% das larvas de Culex sp. por 24 dias. Assim, essa mistura de toxinas resultou
em um produto que pode ser utilizado para o controle de varias espécies de mosquitos.

No contexto de areas urbanas do Recife, onde duas espécies (C. quinquefasciatus e A.
aegypti) sdo bem adaptadas e proliferam em abundancia, a substituicdao de dois larvicidas
por um Unico produto conjugando que possui as duas bactérias (VectoMax® WSP) pode
apresentar vantagens operacionais e aumentar a eficiéncia de controle das duas espécies-alvo.
Neste estudo foi feita uma avaliacdo da eficacia deste produto em uma area endémica para FL

e importantes arboviroses, onde sao abundantes criadouros de C. quinquefasciatus e A.

aegypti.
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3 JUSTIFICATIVA

O controle de insetos vetores de agentes etiologicos de doencas humanas é uma
intervencdo importante para interromper o ciclo dessas enfermidades. Além disso, a reducédo
na densidade populacional de vetores contribui para a melhoria da qualidade da satde e de
vida das pessoas e do ambiente. O uso de larvicidas seletivos contribui para a sustentabilidade
dos programas de controle de insetos vetores. Biolarvicidas a base de bactérias
entomopatogénicas como Lysinibacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis svar israelensis
tém importancia fundamental, pois apresenta alta eficiciencia como larvicida. Além disso,
estdo sendo atualmente utilizadas nos Programas de Controle de C. quinquefasciatus, no
Plano Nacional de Eliminacdo da Filariose Linfatica (PNEFL), e no controle de A. aegypti, no
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), respectivamente, conduzidos na Regido
Metropolitana do Recife.

Na cidade do Recife as duas espécies de mosquitos coabitam e sdo importantes vetores.
Estratégias e produtos que sejam eficazes no controle populacional e retardem o surgimento
de populacdes de mosquitos resistentes aos agentes inseticidas empregados sdo necessarios
para assegurar 0 objetivo dos programas de controle. O presente estudo visa ao
aperfeicoamento do uso de dois biolarvicidas através da avaliagdo do produto vectomax, ndo
comercializado no Brasil, constituido a base de Lsp e Bti, apresentando propriedades tdxicas

para C. quinquefasciatus e A. aegypti, concomitantemente.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

O produto VectoMax® cG é um biolarvicida eficaz para o controle da densidade
populacional de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti e seu uso desfavorecendo a selecdo

de alelos de resisténcia C. quinquefasciatus a Lsp?
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5 HIPOTESE

a) O biolarvicida VectoMax® CcG é capaz de eliminar as formas larvais de Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti causando uma reducdo da densidade

populacional dessas espécies.

b) O VectoMax® cG por possuir multiplas toxinas e é capaz de eliminar larvas
portadoras de alelos de resisténcias ao Lsp e, portanto, desfavorecendo a
selecdo de resisténcia na populagdo de Culex quinquefasciatus.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Avaliar o impacto de um biolarvicida conjugado a base de Lysinibacillus sphaericus e
Bacillus thuringiensis ser. israelensis na reducdo populacional de Culex quinquefasciatus e

Aedes aegypti e suas vantagens para o controle de vetores.

6.2 Especificos

a) Avaliar a densidade populacional de C. quinquefasciatus e de A. aegypti nas
areas tratada com VectoMax® WSP e naquela tratada com produtos a base de

Lsp e Bti separadamente.

b) Investigar e monitorar a presenca de A. aegypti em criadouros,
preferencialmente, colonizados por C. quinquefasciatus.

c) Avaliar a suscetibilidade de larvas de C. quinquefasciatus das populacdes a

Lsp;

d) Determinar a frequéncia dos alelos de resisténcia do gene cqml a Lsp nas

populagdes de C. quinquefasciatus avaliadas.

6.2.1 Objetivo secundario

a) Investigar e monitorar a presenca de A. aegypti em criadouros,

preferencialmente, colonizados por C. quinquefasciatus.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Uma sinopse das abordagens realizada para avaliacdo dos tratamentos com biolarvicidas

para A. aegypti e C. quinquefasciatus esta exposta no esquema (Figura 3).

Figura 3- Esquema metodoldgico.
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de larvas a Lsp resisténcia a Lsp

Fonte: A autora.
7.1 Areas de estudo

As avaliagbes foram realizadas em Agua Fria, um dos 94 bairros da cidade do Recife
(08° 00.843'S; 034° 54.164'W) (Figura 4). Recife possui uma média de temperatura anual de
27°C, variando entre 21°C a 32°C; umidade relativa entre 70 - 90%, e precipitacdo média
anual de 2200 mm, baseado nos dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Essas
condicdes climaticas favorecem a proliferacdo dos mosquitos durante o ano. Agua Fria néo

possui sistema de esgoto, ao invés disso, existem, canais abertos, fossas e caixas de passagem
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7

e valetas. O abastecimento de &gua é intermitente, levando a populacdo a fazer
armazenamento de agua dentro das casas. Agua Fria ocupa uma area de 181,9 ha, com
44.000 habitantes residindo em cerca de 8500 casas. Este bairro é caracterizado pelo tamanho
reduzido de suas habitacdes e alta densidade, geralmente sem quintal. O estudo foi realizado
em uma area que corresponde a cerca 12% do bairro, totalizando 1.046 casas (~3600
habitantes). Neste bairro, medidas de controle vetorial s&o realizadas desde 2002, seguindo as
acOes do PNEFL e do PNCD, que incluem intervencdes ambientais e aplicacdo bimensal dos

larvicidas Lsp e Bti em criadouros de C. quinquefasciatus e A. aegypti, respectivamente.

Figura 4 - Localizagdo da area de estudo,cidade do Recife, em destaque o bairro de Agua Fria.
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Fonte: A autora.
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7.2 Desenho experimental (Intervencéo)

O impacto do produto larvicida composto pela mistura de cristais toxicos de Lsp e Bti,
foi avaliado durante o periodo de trés anos (maio 2010 a abril 2013). Para esta proposta,
Agua Fria foi dividido em duas areas: A1 com 583 casas (~2040 habitantes) e A2 com 463
casas (~1620 habitantes) (Figura 4 e 5). Essas &reas apresentam caracteristicas similares,
como baixa renda, saneamento precario, grande ndmero de criadouros, habitacGes
desordenadas, aléem de semelhantes caracteristicas mosquitogénicas, como descrito no item
7.1.

Foram utilizados quatro biolarvicidas apresentados sob forma de granulos, produzidos
pela Sumitomo Chemicals (Valent BioSciences). As caracteristicas desses produtos estdo

descritos no quadro 3.

Figura 5- Areas de estudo no bairro de Agua Fria, (Recife), onde os criadouros da Al foram tratados com
Vectobac® G (Bti) e na A2 com o conjugado Vectolex® G (Lsp) na VectoMax® CG (Lsp+Bti) na area 2.

W 2 P14 BAIRRO DE AGUA FRIA

e N Yo e N
PRI 2 "Sart

Fonte: A autora.
Nota: Em cada area foram feitas coletas de adultos por aspiracdo (15 casas), coletas de ovos por ovitrampas (30
casas) e coletas de jangadas/larvas/pupas por “conchadas” (5 - 10 fossas).

7.2.1 Operacionalidade
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Os produtos larvicidas foram disponibilizados, pela empresa Sumitomo, ao Distrito
Sanitario Il de Recife para o tratamento dos criadouros de Culex quinquefasciatius e Aedes
aegypti. Inicialmente uma vasta descricdo dos criadouros foi realizada nas areas de estudo,
ciclos bimensais de tratamento foram realizados. O critério de tratamentos dos criadouros foi
estabelicido pelo servico, em que todos os criadouros positivos foram tradados e além
daqueles que apresentassem maiores riscos de se tornarem reais criadouros, levando em
consideracdo a extencao, a profundidade e a impossibilidade de elimicdo. As aplicacdes foram
realizadas pelos agentes de salde ambiental de acordo com sua dinamica de trabalho. Uma
adaptacdo da quantidade produto utilizado a ser aplicada foi necessaria. Pois de acordo com o
rétulo do produto sua dosagem deveria ser realizada de acordo com o volume (m®) da
superficie a se tratada. Os tipos de criadouros existentes no bairro sdo distintos, como fossas,
canais, canaletas, além de pequenos recipientes de acimulo de dgua. Dessa forma, a dosagem
utilizada foi calculada de arcodo com a extensdo (m?) dos criadouros. Dezoito ciclos de
tratamento foram realizados durante o estudo; destes, 12 deles foram monitorados quanto a
quantidade de produto utilizado, nimero, dimensdes de criadouros tratados e eliminados.

Na Al, os criadouros continuaram sendo tratados com os biolarvicidas preconizados
pelo PENFL e PNCD. O produto VectoLex®G (Lsp) (7,25 g m?) e VectoBac®G (Bti) (1 g/m?)
foram utilizados nos criadouros de C. quinquefascitus e A. aegypti respectivamente. O
VectoBac® WDG (Bti) (37,4% IA, Valent BioScience a 1 g/m?) foi aplicado naqueles
criadouros com agua potavel para consumo humano.

Na A2, o produto VectoMax® cG (5,5 gm?) foi usado em todos os criadouros
colonizados por C. quinquefasciatus e A. aegypti. Assim como na &area 1, apenas, em
reservatorios contendo agua para consumo humano foi mantido o uso do VectoBac® WDG
(Bti) a 1g/m?.
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Quadro 3 - Produtos a base de Lysinibacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis ser. israelensis, apresentado
sob a forma de granulos utilizados para controle de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, em duas areas de
estudo, no bairro de Agua Fria, Recife-PE.

Produto Principio | Dose Cepa Uso (Criadouros) | UTI/

ativo (%) | usada mg
Vectobac® G Bti (2,8) 1g/m? AM65-52 A. aegypti 200
Vectolex® G Lsp (7,5) 7 g/m? IABTS-1743 C. quinquefasciatus | 670
VectoMax® CG Lsp (2,7) 5 g/m? IAM65-52 A. aegypti e C. 50
(Lsp + Bti) Bti (4,5) (Bti) e ABTS | quinquefasciatus

1743(Lsp)

Vectobac® Bti (37,4) 1 g/m2 AMG65-52 Agua potavel 3000
WDG

Fonte: A autora.

Nota: UTI- Unidade toxica internacional.

7.3 Amostragem de C. quinquefasciatus e A. aegypti

Para amostragem dos mosquitos, as casas foram selecionadas de acordo com as

condicdes operacionais para realizacdo da coleta e a partir do consentimento dos moradores.

As casas foram georeferenciadas e estavam numa distancia aproximada de 10 a -15 metros

entre si e a amostragem ficou espacialmente distribuida de forma que representasse toda a

area de estudo. Durante o periodo de pré-intervencdo (PI), foram realizadas coletas mensais

para amostragem de densidade de larvas e pupas (marco e abril-2010) e mosquitos adultos

(setembro-2009 a abril-2010) de C. quinquefasciatus em fossas. Neste tipo criadouro

também investigando a presenca de A. aegypti. A densidade de ovos de A. aegypti, ndo foi

avaliada durante a PI, sendo incluida posteriormente. A metodologia de coleta da Pl e do

periodo de intervengdo (maio-2010 a maio-2013) esta descrita nos itens subsequentes. Para

cada indice entomologico, um grupo de casas foi selecionado em cada area, ndo ocorrendo a

coleta de mais de um tipo de indice por casa.
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7.3.1 Densidade de adultos (DA)

A coleta de adultos foi realizada em 15 imdveis em cada area de estudo (Al e A2)
durante os periodos de pré-intervencdo e intervencao. As coletas aconteceram mensalmente,
no intradomicilio dos imdveis através de aspiradores manuais (Modelo Horst Ltda-Me, S&o
Paulo, BR) (Figura 6). Cada imovel foi amostrado por trés dias consecutivos, durante 15
minutos/dia. Os mosquitos coletados foram levados ao laboratdrio para contagem, sexagem e

identificacdo das espécies.

Figura 6- Aspirador Manual (Modelo = Horst Ltda-Me, Sdo Paulo, BR) utilizado para coleta de mosquitos.

Fonte: Fontes (2013)

7.3.2 Densidade de ovos, larvas e pupas (DLP) para C. quinquefasciatus

A coleta das formas imaturas dos mosquitos foi realizada em fossas com o objetivo de
estimar a DLP antes e durante o periodo de intervencao, além de investigar a presenca de A.
aegypti nesse tipo de criadouro. Em cada fossa, cinco amostras (250 ml) na lamina d’agua,
utilizando o método de dipping (Figura 7) ou conchada sendo realizada quatro delas em cada
angulo do criadouro, além de uma no centro. Dez fossas por area foram monitoradas durante a
pré-intervencdo e primeiro ano de intervencdo. No segundo ano de intervencao, esse numero
foi reduzido para cinco por area, devido a iniciativas de reparos em fossas, canais e valetas na
cidade, através do plano ambiental das construgdes, realizado pela Prefeitura do Recife (PAC,
2011). Essas amostras foram levadas para laboratorio para identificacdo, contagem e registro

de cada fase pré-imaginal (ovo, larva e pupa).
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Figura 7- Coleta de formas imaturas de culicideos em fossas, através do método dipping.

Fonte: Fontes (2013)

7.3.3 Densidade de ovos (DO)

Neste estudo, a densidade de ovos de A. aegypti nas areas foi estimada a partir da coleta
utilizando armadilhas de oviposicéo, ou ovitrampas (modificada por Regis et al. (2008). Esta
armadilha é constituida por um recipiente preto, com capacidade de 1l, contendo duas
palhetas de eucatex (5x15 cm), que serviram como suportes de oviposi¢do, 200 ml de infusao
de graminea (30%) como atraente de oviposicdo e 2 g de Bti (Vectobac WG) para evitar o
desenvolvimento de larvas que pudessem eclodir. Em cada area, 30 imoveis receberam uma
ovitrampa no peridomicilio. A manutengdo das armadilhas aconteceu a cada 30 dias, quando
foi realizada a coleta das palhetas e sua respectiva substitui¢do, assim como a reposi¢do do
atraente e do biolarvicida Bti. As palhetas contendo os ovos coletados em cada més foram
levadas ao laboratorio para contagem.

Uma sinopse dos instrumentos utilizados para amostragem da populacdo de A. aegypti

e C. quinquefasciatus encontram-se descritos no quadro 4.
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Quadro 4 - Sinopse dos indices entomoldgicos de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, utilizados para a
execucdo do projeto no bairro de Agua Fria, Recife-PE.

Objetivo Espécie Instrumentos | Amostragem | Periodicidade
Densidade de A. aegypti e Aspirador 15 imdveis Mensal
Adultos C. quinquefasciatus (Aspiracdo 15mim/trés
dias/casa)
Densidade de A. aegypti Ovitrampa 30 imoveis Mensal
0vos (1 ovitrampa/casa)
Densidade de A. aegypti e Concha 10 fossas- Mensal
formas pré- C. quinquefasciatus | (conchada) Ano 1
imaginais 5 fossas- Ano
2e3

Fonte: a autora.

7.4 Andlise de suscetibilidade de Culex quinquefasciatus a Lsp

7.4.1 Andlise das amostras

Para realizacdo dos bioensaios de dose-resposta, jangadas contendo ovos desta espécie
foram coletadas através da armadilha de oviposicdo BR-OVT (BARBOSA et al., 2007)
(Figura 8). Estes ovos foram destinados especificamente para os estudos de suscetibilidade
das populagdes de C. quinquefasciatus a Lsp, e da frequéncia dos alelos de resisténcia a esse
larvicida descrito no item 7.4.2 e 7.4.3. A cada semestre, as armadilhas BR-OVT foram
instaladas no peridomicilio de 15 residéncias de cada area, e mantidas em campo por dois
meses, por area, totalizando seis momentos de coleta durante trés anos de estudo. As jangadas
foram recolhidas das armadilhas duas vezes por semana e a cada 30 dias foi realizada a
manutencdo, que consisti na troca de agua e tratamento com Bti. Os ovos foram levados para
0 insetario, e postos para eclodir conjuntamente. Em seguida os grupos de larvas do 1° instar
foram distribuidas em outros recipientes e mantidas, a fim de obter amostras representativas
das coletas realizadas nas 15 residéncias de cada area. Larvas do final do 3° estadio (L3) e/ou
inicio do 4° estadio (L4) foram utilizadas nos bioensaios e foram armazenadas a -80°C para

extracdo de DNA.
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Figura 8 - Armadilha (BR-OVT) para a coleta de jangadas (ovos) de Culex quinquefasciatus.

Fonte: Xavier (2013).

7.4.2 Bioensaios

Bioensaios de dose-resposta foram realizados conforme o protocolo da OMS. Grupos de
20 larvas em triplicatas foram expostas a diferentes concentracdes (7-8) de pd liofilizado
Lysinibacilllus sphaericus SPH88 cepa 2362 (Instituto Pasteur), em recipientes plasticos com
100 ml de agua destilada. As concentraces avaliadas causaram uma curva de mortalidade
entre 10 e 98% das larvas. Um grupo controle, ndo tratado, foi utilizado em triplicata em cada
avaliacdo. Cada bioensaio foi repetido pelo menos trés vezes em diferentes datas. As
concentragOes letais para 50 e 90% das larvas (CLso e CLgo) apds 48 horas de exposicdo ao
Lsp foram determinadas por analise de probites (FINNEY, 1971), usando o programa SPSS
8.0 para Windows. A susceptibilidade das populagdes de C. quinquefasciatus das areas 1 e 2
foram avaliadas semestralmente, totalizando seis avaliacdes por area, além do periodo de pré-

tratamento, em gque uma unica avaliacdo foi realizada representando ambas as areas.

7.4.3 PCR para deteccéo dos alelos de resisténcia do gene cqml

A frequéncia de alelos de resisténcia do gene cgml foi avaliada através do método de
PCR (CHALEGRE et al., 2009). Foram avaliadas amostras entre 222 e 515 larvas por area em
cada momento de anélise, totalizando cinco avaliacGes em cada area de estudo, além de um
momento de pré-intervengdo. A extragdo de DNA gendmico das larvas foi realizada
individualmente, e o reagente DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), foi utilizado de

acordo com instrucdes do fabricante. O DNA obtido foi precipitado com etanol e ressuspendido
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em tampdo Tris-EDTA, e as amostras foram quantificadas no espectrofotometro NanoDrop
2000c® (Thermoscientific) e sua concentragdo padronizada (25 ng/pl) para uso nas reagdes de
PCR.

As reacdes de PCR alelo especifica e a avaliagdo dos produtos amplificados foram
executadas baseado no protocolo de Chalegre et al. (2009). Para a amplificagdo de um
fragmento dos alelos, foram utilizados “primers” (Forward 5’-CGAGAATTCATGCAGGAC
TTCAAAGAG-3’; Reverse 5’-GCACTGCAGGGAAGTGGTGGAAGGTAC-3"). Os primers
flanqueiam uma regido nucleotidica de 208 pb que contém mutacdes de 16, 19 e 25 pb
associadas a resisténcia, correspondente aos alelos, cqmlrec, cqmlrec-pis, CQM1rec-p2s. Uma
amostra contendo o DNA de A. aegypti, e uma amostra sem conter DNA molde, foram 0s
controles negativos usados em cada reacdo. As reacdes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25 pl contendo 0,2 mM de cada dNTP, 2U de Taqg DNA Go Tag (Promega),
1,4 mM de MgCly, além de 2 pl de DNA (25 ng/pl) molde extraido individualmente das larvas.
Cada amostra foi amplificada em um termociclador BIOMETRA®, programado para uma etapa

de desnaturagdo (94 °C por 3 minutos), seguido por 35 ciclos de 94°C por 50 s e temperaturas

de anelamento de 55° C por 1 min e extenséo de 72°C por 120 segundos e uma etapa final de 72
°C por 10 min. Os produtos génicos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2,5%. Quando fragmentos com tamanho menor que 208 pb potencialmente
amplificados devido a existéncia de uma delecdo que caracteriza um dos alelos (cqmrec-puo,
cqmgec-b16, CgM1rec-p2s), foram detectados, estas amostras foram submetidas a novas reagoes
de PCR, para obtencdo de DNA purificado com o Kit GFX DNA and gel band purification
para ser enviado para identificacdo por sequenciamento. Este realizado no ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) realizado no Ndcleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT) do CPgAM.

7.5 Andlises de dados

O impacto da atividade biolarvicida foi expresso através da media e desvio padrdo de
ovos, larvas/pupas e mosquitos adultos coletados mensalmente, anualmente ou por avaliagéo.
A normalidade dos dados foi testada usando Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias,
através do teste de Levene. Dados ndo normais foram transformados em Log, e os dados que
ndo puderam ser transformados foram submetidos a testes estatisticos ndo paramétricos.

Diferencas entre os tratamentos quanto ao nuimero de adultos coletados foram avaliados
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através da analise de variancia (ANOVA) e os tratamentos foram comparados utilizando teste
de Tukey a posteriori. As anélises comparativas das formas pré-imaginais foram realizadas
utilizando o teste Kruskal-Wallis. A associacdo entre densidade de adultos e precipitacdo
durante o periodo de estudo foi testada atraves da correlacdo de Spearman. Pontos de coleta
foram considerados positivos, quando detectada a presenca de pelo menos um ovo/jangada,

larva, pupa ou mosquito adulto foi detectado em um criadouro ou casa avaliada.

7.6 Consideracdes éticas

Foi solicitado o consentimento individual de todos os domicilios para 0 acesso
necessario as coleta de mosquitos adultos e /ou monitoramento e controle de habitat larval . O
Certificado de Apresentacdo para Atencdo Etica (CAAE) foi registrado sob o ndmero
0004.0.095.000-10.
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8 RESULTADOS

8.1 Operacionalidade

Em cada ciclo, o nimero de criadouros tratados nas areas de avaliacdo foi entre 500 e
700. Esses dados foram disponibilizados pela Secretaria de Salde da cidade do Recife. A
quantidade de produtos utilizados por ciclo de tratamento e a extensdo dos criadouros tratados
em m? podem ser visualizados na figura 9. Os tipos de criadouros tratados e as respectivas

quantidade de produto utilizado estdo expostos na tabela 1.

Figura 9 - Consumo de biolarvicidas e superficie tratada no bairro de Agua Fria nas areas 1 (VectoBac®- Bti e
VectoLex® G ) e 2 (VectoMax® WSP ) durante os primeiros 12 Ciclos de avaliagio.
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Fonte: a autora.
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Tabela 1- Criadouros de Aedes aegypti e de Culex quinquefasciatus descritos nas Al e A2 de Agua Fria, Recife, Brazil, no periodo de maio 2010 a abril 2012 e média de
larvicidas VectoLex® G, Vectobac® G, Vectobac® WDG ou VectoMax® CG utilizados por ciclo de tratamento nas areas de estudo.

Areal Areal
Espacies Criadouros CM CT Vectolex® (g) * Vectobac WG(g) ¥ Vactobac WDGE(E)© CM CT Vectomax® (g) * VectohacWDGE(E)
{Média = DP/Cicla) {Média = DP/Cicla)
Tanque de zua conectado 2 rade de sszotc 124252399 375248 998215 30.57238.57 2.027.85 512521401 62008 73322136 6.8427.5
Bareis, vasos de barro epogos 125733243526 28.8323477  13.83:8.66 1422343 0 125033212827 2047528012 433324687 130.05237.42
A asgpti Recipientes com isua 060 6140355 62352495 7.78£12.37 25964300 1.86=2.75 1574534227304 723423442 21.93=12.48 13.86=3.75
Tanques, piscina em desuso 5252533 323,14 0 14.6020.38 17.4123 39 32222 1.7521.03 0.3520.68 1.7720.8
wipientes diversos { plasticos, garrafas 1at: 75.83282.34 2.58=43 0.16=0.38 8.53=14.14 1=3.48 171.03=86.03 0.6=10.5 8.67=10.96 1.05£1.71
Foszaz sépticas 1734128147 69352692 1237.83=11387 © 0 50.16=32.07 31.41=13.54 3269113311 0
Cisternas 0.75£1.3 0.33=0.8 483044 o 0 1.83=3.15 0.58=2 0.93=2.36 0
C. guinguefasciatus WValatas 10.81=17.42 o 0 o 0 0.33=1.16 0.16=0.4 0.083=0.3 0
Canal 0.33=1.54 o 0 o 0 426 0.083=0.3 0 0
Caixa dz inspegio 2=3.16 o 0 o 0 11.75£6.13 10.6=4.2 10.326.7 0

Nota:

CM - Criadouros monitorados.

CT Criadouros tratados.

2 Vectolex® - Lsp aplicado em criadouros de C. quinquefasciatus.

b\Vectobac® G- Bti aplicado em criadouros de A. aegypti.

¢ Vectobac® WDG- Bti aplicado em reservatdrios de 4gua para consume humano.
dectoMax®CG - Lsp e Bti aplicado em criadouros de A. aegypti e C. quinquefasciatus.
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8.2 Avaliagéo do tratamento com biolarvicidas na densidade de Culex quinquefasciatus

8.2.1 Adultos

O tratamento dos criadouros resultou numa redu¢do no nimero de mosquitos adultos
coletados quando comparamos ao periodo pré-intervencédo (P1). Um total de 23.831 mosquitos
adultos de C. quinguefasciatus foram retirados do ambiente através das coletas por aspirador
durante todo o periodo de avaliacdodos quais, 9.190 na Al e 14.641 na A2. Em ambas as
areas avaliadas, observou-se uma reducdo acentuada no numero de mosquitos adultos
coletados apds o inicio do periodo de intervengdo (Figura 10 e Figura 11A). Na Al a reducéo
foi de 43,8% e na area 2 foi de 61,9% no primeiro ano de avaliacdo, e estas diferencas foram
significativas entre os periodos avaliados na AL1(F=9,55; GI=3,592; p=0<0,0005) e A2 (F =
8,94, GL = 3,609, p < 0,005) (Figura 10A e B). Na Al, o nUmero de mosquitos coletados no
pré-intervencdo (PI) (setembro 2009 a abril de 2010) foi significativamente maior que o
numero de mosquitos coletados nos anos 1 (p<0,005), 2 (p<0,005) e 3 (p<0,005) (Figura 10A
e Figura 11A). Nesta area, o nimero médio de mosquitos coletados durante o PI foi de 28,2 +
43,80 mosquitos/imével/més, valor trés vezes maior do que a média de no ano 3 (9,33 + 9,8
imovel/més) (Tabela 2). Dados semelhantes foram observados na area 2 (F= 8,94, GL= 3,609,
p<0,05), onde houve uma reducdo significativa no nimero de mosquitos coletados nos anos 1
(p < 0,005), 2 (p <0,05) e 3 (p <0,05) comparado ao periodo de Pl (Figura 10B) (Tabela 2).
Durante a Pl na A2, a média de C. quinquefasciatus foi de 40,0 + 57,8
mosquitos/imoveis/mes, apds um ano de aplicacdo do produto VectoMax® CG essa média foi
reduzida para 15,3 + 32,4 mosquito/imével/més, uma reducédo 38,1% (Tabela 2).

Na Al, 56,7% dos mosquitos coletados foram fémeas e 43,3% machos. Percentuais
semelhantes foram detectados na A2 com 54,8% (fémeas) e 45,2% (machos). Durante o
estudo, foram detectadas flutuagbes mensais na densidade de C. quinquefasciatus, que nédo
foram significativamente correlacionadas com a precipitacdo (p < 0,05) (Figura 11A).
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Figura 10 - Analise de Variancia (ANOVA) do numero de Culex quinquefasciatus adultos coletados durante o
pré-intervencdo e intervencao (ano 1, 2 e 3) no Bairro de Agua Fria, Recife-PE.
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Fonte: A autora.

Nota : A) Area 1 (VectoBac® e VectoLex® G ; B) Area 2 (VectoMax® CG). Colunas seguidas do simbolo (**)
ndo diferem estatisticamente entre si, avaliado a partir do teste de Tukey a posteriori. PI- Pré-intervengao.
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Figura 11- Densidade de Culex quinquefasciatus e precipitacio naAl e A2 A2. Criadouros foram tratados com VectoLex® G (Lsp) e VectoMax® CG (Lsp+Bti)

respectivamente.
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Figura 11- Densidade de Culex quinquefasciatus e precipitacdo nas areas 1 (A1) e 2 (A2). Criadouros foram tratados com VectoLex® G (Lsp) e VectoMax® CG (Lsp+Bti) nas
areas 1 e 2 respectivamente.
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Figura 11- Densidade de Culex quinquefasciatus e precipitagdo naAl e A2 A2. Criadouros foram tratados com VectoLex® G (Lsp) e VectoMax® CG (Lsp+Bti)
respectivamente.
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Legenda: C) Ovos (jangada).

Nota: Barras representam médias + desvio padréo e linhas representam a soma da precipitacdo mensal durante o periodo de pré-intervengdo e intervencdo. Setas indicam

inicio de avaliacdo anual.
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Tabela 2 - NGmero médio e desvio padrdo de ovos + DP de ovos (jangadas), larvas e pupas e adultos de C. quinquefasciatus nas areas 1 e 2, realizados no bairro de Agua
Fria, Recife-PE, detectadas no periodo pré intervencéo e durante a intervencdo (Ano 1, 2, 3).

Fase Area Periodo
Pré-intervencéo Ano 1 Ano 2 Ano 3

Al 0,1+04 08+24 0,2+0,6 0
Jangadas de ovos

A2 0,7+£2,0 09+22 061+15 18+54

Al 1,4+6,9 4,2+139 49+6,5 58+1,7
Larvas/pupas

A2 0,7£1,8 25156 11,9+£21,7 58+£04

Al 28,15+ 43,8 15,81 + 30,2 13,62 +21,0 9,3+98
Adultos

A2 40,02 £ 57,8 15,26 + 32,4 20,6 + 28,4 26,74

Fonte: A autora.



69

8.2.2 Formas pré-imaginais

A densidade de larvas/pupas em criadouros de C. quinquefasciatus ndo foi reduzida
durante o periodo de avaliacdo nas areas 1 e 2 (Figura 11B). Um total de 2.104 larvas e pupas
de C. quinquefasciatus foram coletadas durante os trés anos de intervencdo, sendo 1.044 na
area 1 e 1.060 na A2. Na &rea 1, o numero de larvas e pupas coletados na Pl ndo diferiu
significativamente do periodo de tratamento (Figura 11B). Nessa area, um maior nimero de
larvas e pupas foi coletado no ano 3, uma média de 5,8 £ 1,7 LP/imovel/més. Na A2, um
namero significativamente maior de larvas e pupas (LP) foram coletadas no ano 2 (F = 7,73;
GL = 3,210; p < 0,05) comparado ao Pl (p < 0,05) e ano 1 (p < 0,05). O nimero médio de
individuos coletados nas fases pré-imaginais da A2 no ano 2 foi de 11,9+ 21,71
LP/imével/més, enquanto que no Pl e ano 1 foi de 0,7 £ 1,8 e 2,5 + 5,6 LP/imdvel/més,
respectivamente (Tabela 2).

Nas fossas monitoradas constatamos a presenca de jangadas. Durante todo o estudo, um
total de 243 jangadas foi coletado em ambas as areas, sendo 101 na Al e 142 na A2. No Pl a
média de jangadas obtida foi de 0,1 £ 0,4 na Al e de 0,7 £ 2,0 jangadas/fossa/més na A2
(Tabela 2), ndo sendo observada diferenca significativa entre os periodos e areas de avaliacéo.
O nimero médio de jangadas na A2 foi de 0,9 + 2,2 LP/imével/mésnoanolede0,6+15¢€
1,8 £ 5,4 LP/imébvel/més, nos anos 2 e 3 respectivamente. Na area 1, no periodo de fevereiro
de 2012 a abril de 2013 nenhuma jangada foi coletada nas fossas (Figura 11C). A A2 também
se caracterizou pela auséncia de jangadas durante 0s meses de maio/2012 a jan/2013. A maior
média observada aconteceu na area 2 no més de fevereiro de 2012 com 13,5 + 12,0, jangadas
por fossa (Figura 11 C).

8.2.3 Auvaliacao de indices entomoldgicos para deteccdo de Culex quinquefasciatus

Diferentes indices de positividade foram encontrados para as fases de desenvolvimento
de C. quinquefasciatus (ovo, larva, pupa e adulto) (Tabela 3). O maior percentual de coletas
positivas foi para a fase adulta. Durante o PI, foi de 100% na Al e 96,2% na A2, sendo
mantidos altos indices de positividade (84 - 100%) durante todo estudo. O menor percentual
alcancado (84%) das residéncias positivas para a presenca de C. quinquefasciatus na A2.
Durante o PI, utilizando o nimero de jangadas (ovos) coletadas nas fossas, o indice de
positividade variou entre 10% na Al e 25% na A2. No mesmo periodo, a positividade de

larvas e pupas foi 35% e 20% para a area 1 e 2, respectivamente. Durante 36 meses de
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avaliacdo, o maior indice de positividade para jangadas foi de 23,2% no ano 2- area 2,
chegando a ndo ser detectada a presenca de ovos na &rea 1 no ano 3. Para larvas e pupas nas
areas 1 e 2 os maiores percentuais foram também observados nos anos 2 (62,8%) e 3 (66,7%)

respectivamente.

Tabela 3- Percentual de coletas positivas para presenca de Culex quinquefasciatus nas areas (Al e A2), no
bairro de Agua Fria, Recife-PE, utilizando diferentes indices para coleta em periodos de pré-intervencéo (PI) e
intervencdo durante trés anos (1, 2, 3).

Fase Area PI Ano 1 (%) Ano 2 (%) Ano 3 (%)
Jangadas (ovos) Al 10 16,2 13,9 0

A2 25 23,1 23,2 20,5
Larvas/pupas Al 35 32,1 62,8 52,4

A2 20 33,4 60,5 66,7
Adultos Al 100 87,6 87,7 87,7

A2 96,19 84,2 93,3 97,3

Fonte: A autora.

8.3 Avaliacdo dos tratamentos com biolarvicidas sobre a densidade de Aedes aegypti

8.3.1 Adultos

O numero de adultos de A. aegypti ndo variousignificativamente durante os periodos de
pré-intervencao e os trés anos subsequentes de avaliacdo. Durante o Pl essa média foi de 0,9 +
2,4 (A1) e 1,3 £ 3,2 (A2) mosquito/imovel/més. A media de A. aegypti coletados durante o
estudo variou de 1 + 2,4 a 1,7+ 3,4 mosquito /imovel/més na Al. Na A2 a média foi de 1,7 £
3,0 a 2,2 £ 4,5 mosquito/imovel/més. Na figura 12 é possivel observar as flutuacdes no
nimero de mosquitos coletados/més/casa e esses valores nao ultrapassam um numero médio

de 10 mosquito/més (Figura 12).
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Figura 12 - Densidade de Aedes aegypti adulto e precipitacdo mensal registrada nas areas Al e A2 de estudo.
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Fonte: A autora

Nota: Os sitios de oviposigdo de A. aegypti foram tratados com VectoBac WG® (Bti) e VectoMax® WSP (Lsp + Bti) em Al e A2, respectivamente. As barras com marcadores
representam médias mensais + SE; As linhas representam as somas mensais durante os periodos de pré-intervengao e intervencéo e as setas indicam o inicio dos tratamentos anuais
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8.3.2 Ovos

Por meio de ovitrampas permitiu detectou-se a presenca de A. aegypti em 98,1% das
residéncias avaliadas durante os trés anos de estudos (Figura 13A). Foram observadas
flutuacBes na densidade de ovos em ambas as éareas, independentemente do tipo de
intervencdo realizada. Para esse parametro ndo foi realizada uma avaliacdo pré-intervencdo. A
média geral dos trés anos de coleta de ovos obtida na Al foi de 313,25 + 376,27
ovos/imovel/més; na A2 foi de 311,5 + 380,47 ovos/imdvel/més, ndo havendo diferenca
estatistica entre as areas de estudo. No entanto, ao se avaliar os dados anualmente detectou-se
variag@es significativas no numero de ovos coletados entre os anos de avaliagdo (F = 20,89;
GL = 2,1337; p < 0,05). Na Al, no primeiro ano de tratamento, foi coletado um numero
significativamente maior de ovos (p<0,05) (405,85 * 330,72) comparado aos anos 2 (351,13 +
336) e 3 (233 + 284,36) (Figura 13B). Da mesma forma, na A2 um numero significativamente
maior de ovos (F = 15,918; GL = 2,684; p < 0,05) foi coletado no ano 1 (660,62 *
436,40/imdvel/més), comparado aos anos 2 (p<0,05) e 3 (p<0,05), que apresentaram médias
de 415,1 + 480,81/imdvel/més e 501+351,29/imovel/més respectivamente (Figura 13B).
Foram observadas flutuacGes mensais quanto ao nimero de ovos de A. aegypti postos em
ambas as areas, no periodo de agosto de 2011 até maio de 2013. Entretanto, nenhuma

correlacdo entre 0 nimero de ovos postos e a precipitacao (p < 0,05).
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Figura 13- Densidade de ovos de Aedes aegypti durante os periodos de intervencdo nas duas areas de estudo, Al e A2. . Os sitios de oviposicdo de A. aegypti foram tratados
com VectoBac WG® (Bti) e VectoMax® WSP (Lsp + Bti) em Al e A2, respectivamente. As barras com marcadores representam médias mensais + SE; As linhas

representam as somas mensais durante os periodos de pré-intervencao e intervengao e as setas indicam o inicio dos tratamentos anuais. A) nimero médio de ovos/més e
precipitacdo; B) Andlise de Variancia quanto ao nimero de ovos.
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Figura 13-Densidade de ovos de Aedes aegypti durante os periodos de intervencdo nas duas areas de estudo, Al e A2. . Os sitios de oviposicdo de A. aegypti foram tratados
com VectoBac WG® (Bti) e VectoMax® WSP (Lsp + Bti) em Al e A2, respectivamente.. A) nimero médio de ovos/més e precipitacdo; B) Analise de Variancia quanto ao
ndmero de ovos.
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Fonte: A autora.
Legenda: B) Andlise de Variancia quanto ao nimero de ovos.

Nota: As barras com marcadores representam médias mensais + SE; As linhas representam as somas mensais durante os periodos de pré-intervencao e intervencao e as setas
indicam o inicio dos tratamentos anuais. Colunas seguidas pelo (**) ndo diferem significativamente.Teste de Tukey a posteriori (P <0,005).
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8.4 Suscetibilidade de Culex quinquefasciatus a Lysinibacillus sphaericus

A suscetibilidade de larvas de C. quinquefasciatus ao Lsp nas populagdes das areas 1 e
2 apresentaram variou em relagdo a coldnia de referéncia (CqSF) (Tabela 4). Durante a Pl,
antes da utilizacdo do VectoMax® CG, as areas foram analisadas conjuntamente como uma
unica populacdo, visto que eram submetidas a0 mesmo esquema de tratamento com
biolarvicidas Lsp e Bti. A CLsoe CLgo do Lsp para as larvas na Pl foram de 0,014 e 0,032
mg/L, respectivamente. Nesta avaliagdo, detectou-se uma variacdo de suscetibilidade de 6 a 3
vezes em relagdo a CLso e CLgo da colonia de referéncia, respectivamente. Nas duas primeiras
avaliagOes, a Al passou a apresentar RRso maior do que 10 (12,6 e 10,42) enquanto que a A2
mostrou uma menor variacdo. Nas demais avaliagdes de RRso mantiveram-se inferiores a 10,
em relagdo as duas as areas. Em relacdo a RRgo, 0s valores também variaram e apenas na
avaliacdo 4 houve uma RR acima de 10 (~14) na A2, porém ocorreu de forma isolada. A
avaliacdo global dos resultados mostra que, ao longo dos 36 meses de tratamento, as larvas de
ambas as areas mostraram variacfes de suscetibilidade ao Lsp, sem ter havido um aumento
crescente da RR ao longo do tempo de exposicdo. Estes resultados indicam que ndo houve
uma reducdo da suscetibilidade associada ao uso de biolarvicidas a base de Lsp nas duas areas

tratadas.
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Tabela 4 - Susceptibilidade de larvas de 4° instar de Culex quinquefasciatus ao Lysinibacilllus sphaericus
SPH88 (Instituto Pasteur).

Periodo/ CLso(mg/L) RRso CLoo(mg/L) RRoo
populacéo
CqSF 0,002 (0,002 - 0,004) 1 0,012 (0,009 - 0,0181) 1
Pré-intervencéo
(Ale A2) 0,014 (0,010 - 0,018) 7 0,032 (0,026-0,043) 2,7

M1

Al 0,029 (0,026 - 0,033) 14,5 0,053 (0,048 - 0,061) 4,4

A2 0,005 (0,029 - 0,006) 2,5 0,070 (0,035 - 0,026) 5,8
M 2

Al 0,024 (0,021 - 0,028) 12 0,050 (0,042 - 0,059) 4,2

A2 0,008 (0,006 - 0,012) 4 0,034 (0,024 - 0,053) 2,8
M 3

Al 0,011 (0,009 - 0,021) 55 0,037 (0,031 - 0,059) 31

A2 0,007 (0,004 - 0,010) 3,5 0,113 (0,053 - 0,426) 9,4
M4

Al 0,009 (0,006 - 0,010) 45 0,092 (0,049 - 0,261) 7,7

A2 0,017 (0,013 - 0,025) 8,5 0,172 (0,094 - 0,448) 14,3
M 5

Al 0,0004 (0,0002 - 0,0011) 0,2 0,006 (0,0009 - 0,0139) 0,5

A2 0,0012 (0,0007 - 0,0015) 0,6 0,024 (0,0081 - 0,026) 2
M 6

Al 0,010 (0,001 - 0,028) 5,0 0,071 (0,026 - 0,104) 5,9

A2 0,010 (0,008 - 0,015) 5,0 0,048 (0,026 - 0,067) 4,0

Fonte: A autora.

Nota: As larvas utilizadas nos bioensaios foram da col6nia de laboratério (CqSF) e da populagdo de campo
exposta ao VectoLex® G (Al) e VectoMax® CG (A2). Foram analisadas larvas coletadas no periodo de pré-
intervencdo (PI) e em seis momentos (M1-M6) durante os trés anos de intervencéo.

8.5 Deteccdo de alelos do gene cgm1 Culex quinquefasciatus que conferem resisténcia a

Lysinibacillus sphaericus

O método de PCR, descrito em Chalegre et al. (2009), é capaz de identificar alelos que
contém delecdes nesta regido incluindo os alelos cqgmlrec, cgmlrec-pis, COM1Rec-p2s. A
identidade de cada um desses alelos foi feita através de sequenciamento, que revelou a
delecdo especifica presente no fragmento amplificado. O padréo de fragmentos amplificados a
partir do gene cgml para individuos homozigotos suscetiveis, heterozigotos e homozigotos
para os alelos de resisténcia acima descritos pode ser observado na Figura 14. Qualquer uma
das delegdes que caracterizam os alelos de resisténcia resulta na amplificacdo de um
fragmento de tamanho menor (< 208 pb) do que aqueles amplificados a partir de alelos que
ndo possuem delecdo. Inicialmente essa identificacdo é realizada por inspegéo visual do perfil

de fragmentos amplificados de cada larva, seguida da confirmacdo por meio de uma nova
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reacdo de PCR, sequenciamento subsequente do DNA purificado da banda alvo para obtencéo
da identidade do fragmento.

Em nossa avaliacdo, um total de 2894 individuos foram sumetidos a PCR, analisados
em cinco momentos durante a intervencdo. O momento 1 ndo foi analisado pois material
estava sem condicGes de ser processado. A avaliagdo permitiu detectar a presenca e
determinar a frequéncia de alelos de resisténcia, em todos 0s momentos do estudo em ambas
as areas. No periodo de pré-intervencdo a frequéncia foi de 0,057, sendo detectadas apenas
heterozigotos para os alelos “r”. No periodo de intervencédo a frequéncia variou entre 0,028
(A2 M3) a 0,13 (A2 M4) (Tabela 5). A comparagédo da frequéncia das duas areas ao longo da
intervengdo mostrou que a frequéncia da Al foi superior a A2 em trés das quatro avaliagdes
realizadas (M2= 0,086; M3=0,073 e M5=0,085) (Figura 15A). A avaliacdo global mostrou
que Al obteve uma frequéncia superior do alelo “r” (0,088) comparada a area 2 (0,069).
Ambas as frequéncias globais encontradas durante a intervencao foram superiores ao periodo
de pré-intervencdo (0,057) (Figura 15B). A andlise dos genotipos mostra que a maior
frequéncia dos alelos “r” na area 1 deve-se principalmente aos alelos que sdo detectados em
heterozigose (Figura 16). A frequéncia global de homozigotos para alelos “r” ndo diferiu
entre as areas ao longo da intervencdo. A avaliacdo global dos gendtipos mostra um cenéario
com 84-88% dos individuos caracterizados como homozigotos suscetiveis, 10-14% como
heterozigotos e cerca de 2% homozigotos resistentes (Figura 16B).

O padréo de fragmentos amplificados correspondente aos alelos “r” confirmado através
da repeticdo da PCR e a identidade pode ser analisada em amostras de fragmentos purificados
e submetidos a sequenciamento. Dentre 385 individuos portadores de alelo “r” detectados
com a presenca do alelo, 98 amostras foram sequenciadas e confirmaram a presenca de uma
das delecbes para o gene cqml.0 alelo cqmlrec, foi predominante, pois foi detectado em todas
as amostras dos momentos analisados, ele representa 90,8% dos alelos identificados. Dois
outros alelos descritos anteriormente foram detectados nas amostras e estes ocorrem em baixa
frequéncia, sendo de 6,1% para cqmlrec-pis, € ainda mais rara 2,0% para cqmlrec-pzs. Dentre
as nove amostras analisadas, 0 cqmlrec-pis € 0 cqmlrec-p2s foram detectados em apenas trés e

duas amostras respectivamente.
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Figura 14 - Separacdo eletroforética de fragmentos a partir de alelos do gene cqm1 de Culex quinquefasciatus do
bairro de Agua-Fria, Recife-PE amplificados por PCR.
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Fonte : A autora.
Nota: S-Suscetivel, HT-Heterozigoto e R-Resistente. MM- marcador molecular em pares de bases.
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Figura 15- Frequéncia dos alelos de resisténcia cqmZlrec-pie, CdM1rec-pi6, CUM1rec-p2s, €M larvas do 4° instar de
Culex quinquefasciatus nas areas 1 e 2 no bairro de Agua Fria, Recife- PE, determinada através de reagdo de

PCR alelo-especifica.
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Fonte: A autora

Nota: A) Avaliacdo no periodo de pré-intervengdo e intervencdo (M2-M5); B) Avaliacdo Global.



Tabela 5- Frequéncia de alelos de resisténcia do gene cqml em larvas de Culex quinquefasciatus nas areas 1 e 2 do bairro de agua Fria, Recife-PE, coletados durante a pré-
intervencdo e durante cinco momentos de tratamento (M1-M5).

Genotipos (por PCR? Identidade de alelos r (por sequenciamento®)
) N° de

Tempo Area larvas  SS SR RR Fealelosr N cqmlgec-pe  CqMlgec-pis cqmlrec-p2s

SR RR SR RR SR RR
Pré-intervencdo 1e2 515 458 55 2 0,057 2 2 0 0 0 0 0
M2 ! 237 198 38 1 0086 20190 0 0 1o
2 222 211 7 4 0,033 5 2 3 0 O 0 O
M3 ! 265 228 35 2 0073 ° 8 1 0 0 0 0
2 262 248 13 1 0,028 2 2 0 0 O 0 O
M4 ! 299 245 43 11 0,100 1122 0 0 1o
2 341 257 75 9 0,130 22 17 2 3 0 0 O
M5 1 415 355 49 11 0,085 16 132 10 0 0
2 338 309 20 9 0,056 7 4 0 1 2 0 O
Total 2804 2509 335 50 0,064 98 79 10 4 2 2 0

Fonte: A autora

Nota:

3Deteccdo de alelos cgmlde acordo com padrdo de fragmentos génicos obtidos por PCR especifica; °ldentidade de fragmentos génicos obtida por sequenciamento
¢ Frequéncia de fragmentos de alelos r, ¢ Material ndo avaliado.
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Figura 16: Percentuais de gendtipos (%) para o gene cqgm1 em larvas do 4° instar de Culex quinquefasciatus nas
areas 1 e 2 no bairro de Agua Fria, Recife- PE, determinada através de reacdo de PCR alelo-especifica. A)
Avaliacao no periodo de pré-intervencéo e intervengdo (M2-M5); B) Avaliacao global.
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Fonte: A autora.

8.6 Presenca de Aedes aegypti em criadouros preferencialmente colonizados por Culex

quinquefasciatus

A presenca de formas pré-imaginais de A. aegypti foi investigada nas coletas em fossas

nas coletas realizadas durante os trés anos de intervencdo. Foi possivel detectar a presenca
dessa espécie em criadouros preferencialmente colonizados por C. quinquefasciatus em
quatro coletas (Tabela 6), em ago/2012, set/2012, nov/2012, dez/2012. Um total de 139

individuos foi coletado, sendo 11 larvas e 128 pupas.
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Tabela 6 - Nimero de larvas e pupas de Aedes aegypti coletadas em criadouros preferencialmente colonizados

por Culex quinquefasciatus em Agua Fria, Recife-PE.

Coleta Area Larva Pupa Total

Al 0 01 01
Jun/2012

A2 0 0 0

Al 08 85 93
Set /2012

A2 03 10 13

Al 0 03 03
Out/2012

A2 0 22 22

Al 0 0 0
Nov/2012

A2 0 07 07
Total 11 128 139

Fonte: A autora.
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9 DISCUSSAO

9.1 Impacto no controle vetorial

A preocupacdono Brasil e no mundo quanto ao risco de epidemias provocadas pelos
virus zika, dengue ou chikungunya justificam todo empenho na utilizacdo de estratégias para
o controle populacional de mosquitos vetores destes agentes. A regido metropolitana do
Recife, em particular, é ainda afetada pela filariose linfatica (FL), causada pelo verme W.
bancrofti e transmitida pelo vetor Culex quinquefasciatus, e constitui a Unica area endémica
para a FL remanescente no pais. Dessa forma, a busca por estratégias mais eficazes para o
controle de culicideos vetores € um desafio para a saude publica. Em nosso estudo, avaliamos
um novo produto, constituido a base de cristais inseticidas de Lysinibacillus sphaericus (Lsp)
e Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti), VectoMax® cG, como opcdo de agente
larvicida para os mosquitos vetores C. quinquefasciatus e A. aegypti que proliferam, de forma
abundante e concomitante em 4reas urbanas. No bairro de Agua Fria, duas areas foram
tratadas, na area 1 (A1) manteve-se a aplicacao isolada de Lsp nos criadouros preferenciais de
C. quinquefasciatus e o tratamento com Bti nos criadouros de A. aegypti. Na area 2 (A2) foi
utilizado o produto conjugado VectoMax®. Nossos dados demonstram que o uso do
VectoMax® na A2 estd associado a uma reducdo adicional da populacio de C.
quinquefasciatus que foi apontada pela densidade de adultos. Esta se manteve menor que no
periodo de pré-tratamento (PI), apesar da frequente pressao de recolonizacdo dos criadouros,
que foi constatada pela presenca de formas imaturas nas duas areas de estudo durante toda

avaliagéo.

A avaliacdo do impacto do tratamento nas densidades de adultos mostra uma reducao
significativa (p < 0,05) da populacdo de C. quinquefasciatus em ambas as areas avaliadas.
Durante o primeiro ano de estudo, a substituicdo dos dois larvicidas biol6gicos pelo
VectoMax®, na A2, revelou o melhor desempenho durante a intervencdo, quando foi
constatada uma reducéo de 61,9% na densidade de adultos de C. quinquefasciatus no primeiro
ano comparada ao periodo de PIl. Estudos realizados em diferentes bairros da RMR
demonstraram que é possivel alcancar uma reducao significativa da densidade populacional
desta especie atraves do tratamento de criadouros com larvicidas bacterianos integrados a
outros métodos de controle ambiental e acGes de mobilizacdo comunitaria, visando também a
eliminacdo do maior nimero de criadouros possiveis (REGIS et al., 1995, 1996; SILVA-

FILHA et al., 2001). Para controle de C. quinquefasciatus, 0 mapeamento e tratamento de
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todos os criadouros sdo fundamentais para atingir um alto nivel de reducéo populacional, pois
esta espécie apresenta um comportamento de oviposi¢do que concentra muitos ovos em
criadouros preferenciais identificados pelas fémeas (CONSOLI, 1994). Mulla et al. (2001)
utilizaram Lsp para controle de C. quinquefasciatus em criadouros de areas urbanas na
Tailandia, onde observaram redugéo de 80-98% na densidade dos mosquitos adultos. Ac¢Ges de
controle de vetores da maléria no Kenia e Tanzénia utilizando Lsp e Bti, em rotatividade,
também obtiveram sucesso na reducdo populacional de adultos de Anopheles funestus,
Anopleles gambiae e, Anopheles coustani, (FILLINGER; LINDSAY, 2006; TCHICAYA et
al., 2010). Desta forma, o mapeamento preciso seguido de tratamento sistematico de
criadouros com altas densidades nas areas-alvo pode gerar excelentes resultados para o
controle desta espécie.

Os dados de monitoramento de fossas em cada area nos periodos de Pl e de intervencédo
ndo demostraram uma reduc¢éo na densidade de jangadas, larvas e pupas. Entretanto, durante o
Pl a densidade observada era relativamente baixa, pois as areas j& vinham sendo tratadas
quando a intervencdo como o VectoMax® foi iniciada na A2. Silva-Filha et al. (2001),
trabalhando durante 26 meses de tratamento de criadouros de C. quinquefascaiatus, ex. fossas,
caixas de inspecdo, pocas de agua servida e tanques com Lsp no bairro do Coque-Recife,
encontraram DLPs de 20,6 + 3,4 e 4,5 £ 14,4 na p0s- intervencdo, com valores semelhantes aos
encontrados em nossas avaliagfes. Além disso, no nosso estudo o numero de fossas
monitoradas (5-10/area) pode ser considerado reduzido, devido as acGes de controle ambiental
realizadas pela Prefeitura do Recife. Algumas fossas foram reparadas e vedadas, ndo podendo
assim, continuar sendo amostradas em nossa pesquisa. Diferentemente da coleta de imaturos, a
amostragem de adultos foi feita em quinze casas por area, sendo mantido este nimero durante
toda a avaliacdo. O indice de positividade da coleta dos adultos nas residéncias também reforca
a sensibilidade desse indicador entomoldgico, pois a deteccdo da presenca de C.
quinquefasciatus através de larvas e pupas nos criadouros monitorados variou de 20 a 66.6%,
enquanto a positividade de adultos nas residéncias foi entre 84 a 100%. Muitas vezes, registra-se
a auséncia de larvas em criadouros de uma residéncia, entretando no mesmo imovel ou na sua
circunvizinhanga podem existir outros criadouros ativos. Isto refor¢a a vantagem da coleta de
adultos ou do uso de armadilhas de oviposicao, que séo eficientes indicadores da presenca de
fémeas reprodutivamente ativas no monitoramento da infestacdo por mosquitos em areas urbanas
(BARBOSA et al., 2007; REGIS et al., 2013; SANTOS et al., 2012).
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Nosso estudo demonstrou que a amostragem dos mosquitos adultos foi mais robusta para
avaliar o impacto da intervencédo sobre a populagdo de mosquitos, sendo considerado como um
indicador relevante para programas de vigilancia de C. quinquefasciatus.

Um dos objetivos do nosso trabalho foi investigar a presenca de larvas de A. aegypti em
fossas, criadouros preferencialmente colonizados por C. quinquefasciatus. O nimero de pupas
coletado foi superior ao de larvas, possivelmente devido ao método de coleta (conchada), pois
embora A. aegypti tenha grande deslocamento na coluna da agua, diferente de larvas de C.
quinguefascaitus, as pupas de A. aegypti nestes criadouros passam mais tempo na superficie.
Assim como outros autores, constatamos que o0 mosquito A. aegypti pode colonizar
concomitantemente com C. quinquefasciatus criadouros com elevada carga de matéria
organica (BARRERA et al., 2008; SANTOS; BARBOSA, 2014). No bairro de Agua Fria, a
oviposicdo de A. aegypti nestes foi observada em diferentes momentos de coleta, em seis das
dez fossas monitoradas. Nosso estudo demonstrou que A. aegypti pode depositar seus ovos
em fossas, que as larvas eclodem e conseguem completar o ciclo de desenvolvimento em um
ambiente aquatico com elevado teor de matéria organica. Essa investigacdo foi realizada para
conhecer a abrangéncia de criadouros utilizados pelo mosquito A. aegypti. Os resultados
podem servir de subsidio para direcionar as a¢des de controle vetorial de A. aegypti, uma vez
que o PNCD néo contempla o tratamento de criadouros considerados habitats tipicos de C.
quinquefasciatus. A coabitacdo das duas espécies em fossas reforca a importancia de um
tratamento com Lsp-Bti em conjunto, pois amplia a cobertura larvicida contra C.
quinguefasciatus e A. aegypti.

Em relacdo ao impacto do tratamento com os biolarvicidas sobre a densidade de A.
aegypti, observou-se que a coleta de adultos através da aspiragcdo resultou em um ndmero
reduzido de individuos. Por outro lado, a coleta de ovos através das ovitrampas revelou a
presenca de fémeas reprodutivamente ativas dessa espécie nas residéncias, e um grande
namero de ovos foi removido do ambiente. A coleta de adultos de A. aegypti é considerada
um desafio, pois, tanto através de aspiracdes quanto de armadilhas, o indice de coleta é
geralmente baixo, variando de 1-2 adultos/coleta, enquanto o nimero de ovos coletados por
ovitrampas em 30 dias pode ultrapassar 300 ovos/coleta. Foi observada uma redugéo
significativa no nimero de ovos nos anos 2 e 3, em relacdo ao ano 1. Entretanto, ndo podemos
atribuir essa reducdo ao uso dos biolarvicidas pelo fato de ndo haver dados relativos ao
periodo de Pl para comparagfes. Os resultados fornecidos pelos indices entomoldgicos
utilizados nesse estudo para A. aegypti reforcam os achados de estudos prévios quanto a alta

sensibilidade da ovitrampa, como ferramenta de monitoramento, em relag&o aos instrumentos
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para coleta de adultos (RIOS-VELASQUEZ et al., 2007; REGIS et al., 2008, 2013, 2014;
SANTOS et al., 2003; SUTER et al., 2016).

Como descrito, 0 comportamento de oviposicdo de fémeas de C. quinquefasciatus e de
A. aegypti é distinto. Culex quinquefasciatus concentra sua postura em grupos de 150-300
ovos sob a forma de jangadas ovos (jangadas), e seus ovos liberam feromonios de agregacéo,
que acabam exercendo também um papel de atracdo para oviposi¢do de outras fémeas da
espécie (GANESAN et al., 2006). Por outro lado, fémeas de A. aegypti possuem um
comportamento definido como “oviposi¢ao em saltos” (skip oviposition), em que ovos de uma
mesma postura serdo depositados em inimeros substratos Umidos disponiveis no ambiente
gerando a estratégia de um padrdo de dispersdo. Desta forma, pode-se considerar que,
operacionalmente, o controle vetorial baseado majoritariamente no uso de larvicidas € mais
eficiente para o controle da densidade de C. quinquefasciatus. A possibilidade de identificar e
localizar criadouros, onde estdo concentrados elevados contingentes de imaturos no ambiente,
permite alta cobertura e alcance de tratamento. Enquanto para A. aegypti é preciso identificar
e tratar um ndmero significativo de criadouros para alcancar um real controle de sua
densidade populacional. Porém, muitos de seus criadouros ndo sao facilmente localizados o
que constitui um grande desafio, pois muitos deles inclusive microcriadouros, ndo sao
detectados pelos agentes de saide ambiental, e podem ser responsaveis pela recolonizacao e
manutencdo do vetor na area. Desta forma, a utilizacdo de diferentes estratégias de controle é
a opcao mais viavel para controle de A. aegypti. Na literatura, alguns estudos ja alertaram para
a ineficiéncia de acbes de controle de Aedes que utilizam apenas larvicidas como Unica
estratégia para seu controle populacional, enfatizando assim, a importancia de a¢es de controle
integradas, que incluem o uso de armadilhas de oviposi¢do, mobilizagdo popular, divulgacéo
das medidas de controle, dentre outros métodos (BARRERA et al., 2014; REGIS et al., 2013).

Considerando os resultados obtidos neste estudo, a utilizagdo do produto VectoMax®
para controle de vetores na A2 foi considerada vajantajosa. Esse larvicida biologico é
constituido pela combinacdo de protoxinas de cristais de Lsp e Bti que agem em sitios-alvos
distintos. As toxinas de Bti interagem em sinergia com a toxina Bin de Lsp e potencializa a
sua atividade contra as larvas ampliando seu espectro de acdo. A utilizacdo conjunta de
cristais de Lsp e Bti restaura a toxicidade contra linhagens de C. quinquefasciatus resistentes a
Lsp e ¢ ativa para larvas de A. aegypti, que é uma espécie naturalmente refrataria a Lsp por
ndo possuir receptores para a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010; THIERRY et al., 1998;
WIRTH et al., 2000a; WIRTH et al., 2000b;). Assim, a mistura de cristais de Lsp + Bti pode
reduzir o potencial de selecdo de resisténcia a Lsp (CETIN et al., 2007; ZAHIRI et al., 2002).
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O estudo revelou resultados satisfatorios quanto a utilizagdo do VectoMax® CG nesse
estudo, assim como em outras investigacfes, quanto ao controle de formas pré-imaginais de
mosquitos (CETIM et al., 2005; ERITJA et al., 2013; GIRALDO-CALDERON et al., 2008;
GUIDI et al., 2013). Anderson et al. (2011) observaram uma reducéo significativa no nimero
de larvas e pupas de varias espécies (Culex pipiens, Culex restuans e Aedes japonicus) em
criadouros de areas urbanas (Straford, USA). Este produto também mostrou eficicia em
outros cenarios como o controle de Culex tarsalis em areas silvestres alagadas “wetlands”
(DRITZ et al., 2011). Esses estudos avaliaram areas tratadas e ndo tratadas, fato que impede
comparacdes diretas com os nossos dados, pois, antes da intervencdo feita com VectoMax®
CG a nossa area de estudo ja estava sob tratamento com o Lsp, ou seja, nossa comparagdo
aconteceu entre dois tipos de tratamento. O nosso estudo visou avaliar sobretudo, se o
produto conjugado poderia substituir com sucesso o tratamento com os produtos a base de
Lsp e Bti separadamente.

A aplicacdo do VectoMax® CG foi realizada bimensalmente nos criadouros, de acordo
com o regime de tratamento larvicida dos programas governamentais. Entretanto,
encontramos criadouros positivos para larvas durante o monitoramento mensal de fossas.
Possivelmente, esse fato deve estar relacionado com o critério de aplicacdo de larvicidas, pois
nem todos os criadouros monitorados foram tratados, o que influenciou negativamente nas
acOes de controle populacional de mosquitos na area. Estudos anteriores realizados em areas
urbanas de Recife com condicdes ambientais e entomologicas similares sugerem que
melhores resultados podem ser alcangados aplicando larvicida em todos os criadouros reais e
potenciais numa frequéncia mensal (REGIS et al., 1995). As caracteristicas climaticas e
ambientais encontradas em Recife (ex. alta insolacdo e pluviometria) sdo favoraveis a
proliferacio de mosquitos e desfavoraveis & persisténcia de larvicidas bacterianos. E
importante ressaltar que cada esquema de tratamento deve ser estabelecido de acordo com as
caracteristicas ambientais, mosquitogénicas e logisticas locais. Regides urbanas de grande
parte dos municipios do Brasil necessitam de a¢fes permanentes de controle de mosquitos
vetores como A. aegypti e C. quinquefasciatus em razéo da circulagdo de arbovirus e outros
agentes etioldgicos como W. bancrofti em Recife, por exemplo. Essa preocupacdo foi
potencializada pela recente deteccdo de virus zika em glandulas salivares de C.
quinquefasciatus alimentadas artificialmente em laboratério com sangue infectado, pois

sinalizou a possibilidade desta espécie poder transmitir o virus (GUEDES et al., 2016).
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9.2 Impacto na suscetibilidade de C. quinquefasciatus a Lsp e frequéncia de alelos ‘r’

O monitoramento da suscetibilidade de C. quinquefasciatus a Lsp foi realizado através
de ensaios biologicos de dose/resposta além de ferramentas moleculares para determinar a
frequéncia de alelos de resisténcia a Lsp em amostras populacionais coletadas nas areas de
estudo. Através desse tipo da avaliacdo de suscetibilidade, é possivel verificar se o tratamento
esta exercendo uma pressdo de selecdo na populacdo de mosquitos exposta aos produtos a base
de Lsp, isolado ou conjugado ao Bti. Nossos dados demonstram que apesar dos trés anos de
exposicdo aos larvicidas, ndo ocorreram variagOes significativas entre os valores de razdes de
resisténcia (RRso e RRgo) das populagdes de C. quinquefasciatus das Al e A2 comparada a
colbnia suscetivel. Na Al, nos dois primeiros momentos de avaliacdo foram detectados
valores de RRso, acima de 10 vezes, entretanto esses valores reduziram e ndo apresentaram um
aumento no decorrer do estudo. Os dados mostram que, exceto em algumas observacgoes
isoladas como citado acima, os valores de RR foram em sua maioria inferiores a 10 em
ambas as areas de estudo. Silva-Filha et al. (2008) avaliando a mesma popula¢do encontrou
valores de RRso entre 2,7 e 4,7 ap0s periodos variaveis entre 13 e 21 tratamentos com Lsp,
que ndo caraterizam resisténcia. Por outro lado, estudos prévios em outros paises demonstram
que populacdes de C. quinquefasciatus tratados com Lsp podem desenvolver niveis de
resistencia bastante elevados, com RR de 20.000 vezes ou superior, 0 que revela que as
populacbes atingiram um estado de refratoriedade total a este biolarvicida (MULLA et al.,
2003; NIELSEN-LEROUX-2002; RAO et al., 1995; SINEGRE et al., 1994). De acordo com as
avaliacdes de bioensaios, nossos dados demonstram que a populagdo de C. quinquefasciatus
de Agua Fria n3o esta sofrendo uma pressdo de selecéo suficiente para provocar alteracdes de
RR avaliadas através de bioensaios.

Este método € o mais frequentemente empregado para avaliar a resisténcia de
populacbes de mosquitos; entretanto, apresenta limitacdes, pois individuos heterozigotos para
alelos de resisténcia a Lsp sdo suscetiveis e, portanto, o fenotipo de resisténcia ndo pode ser
detectado. A identificacdo de individuos heterozigotos é possivel atraves de ferramentas
moleculares, uma vez que a identidade dos alelos seja conhecida, como neste modelo de
estudo. Um screening dos alelos de resisténcia do gene cqml em larvas das populagoes de C.
quinquefasciatus das Al e A2 foi realizado através de um método de PCR capaz de detectar
fragmentos do gene em uma regido alvo de delegBes que estdo associadas a resisténcia. Os
alelos de resisténcia do gene cgm1l avaliados neste estudo, provocam o mesmo efeito, ou seja,

as delecdes levam a formacdo de uma proteina truncada desprovida da ancora GPI, e
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impedem a ligagcdo da proteina Bin com o receptor (CHALEGRE et al., 2012, 2015;
DARBOUX et al., 2002, 2007; GUO et al., 2013; ROMAO et al., 2006), causando
refratoriedade total. Portanto, 0 monitoramento da frequéncia desses alelos torna-se uma
estratégia importante para 0 monitoramento da resisténcia. Durante a pré-intervencdo, a
frequéncia encontrada para esse alelos 0,057, foi semelhante ao encontrado por Chalegre et al.
(2009) no mesmo bairro (0,053-0,055). A frequéncia alélica demonstrou uma variagdo entre
as Al e A2, sendo a Al superior na maior parte dos momentos de avaliacdo (ao se avaliar
globalmente, a frequéncia da A2 foi inferior a Al .

Em relacdo a andlise de genOtipos observados, especificamente em relacdo aos
individuos homozigotos resistentes, observou-se que o nimero foi semelhante entre as areas.
Este resultado ndo foi esperado, pois o produto conjugado aplicado na A2 possui cristais de
Lsp e de Bti, estes ultimos poderiam eliminar um maior nimero de individuos homozigotos
para os alelos “r”. Pois estes resisténtes ao Lsp e suscetiveis ao Bti. Todavia, os dados
demonstram que, assim como os dados de suscetibilidade (discutidos acima), a pressédo de
selecdo ndo parece ter sido intensa durante o estudo, pois as frequéncias ndo se elevaram de
forma significativa ao longo do tratamento, sobretudo na Al. Em estudos prévios em
populagdes ndo tratadas com Lsp as frequéncia encontradas, sdo entre 0,003 e 0,006
(CHALEGRE et al., 2009), portanto sdo bem mais baixas que as frequencias encontradas em
nosso estudo em Agua Fria (102). Os dados revelam que Agua Fria apresenta uma linha de
base (“default”) da frequéncia destes alelos maior do que areas nunca tratadas com Lsp, o que
é condizente com o histérico de tratamento da area com Lsp desde 2003 (SILVA-FILHA et
al., 2008). Por outro lado, durante o presente estudo que correponde a trés anos de
acompanhamento, ndo foi observado um aumento relevante e continuo das frequéncias dos
alelos em nenhuma das areas, sugerindo que ndo estaria havendo forte pressdo de selecdo
imposta pelo emprego dos biolarvicidas a base de Lsp na area do estudo. Ainda assim, 0s
resultados de menor frequéncia dos alelos “r” na A2, na analise global e na maioria dos
momentos analisados, sugerem que o produto conjugado desfavorece a selecdo de tais alelos
através da acdo combinada seus cristais inseticidas. Estudos prévios revelaram que o gene
cqml possui diversos alelos de resisténcia identificados em populacfes de diferentes paises
(DARBOUX et al., 2002, 2007; GUO et al., 2013; ROMAO et al., 2006), 0 que reintera a
importancia do monitoramento do uso de Lsp como larvicida para controle de mosquitos.

Em relacdo a diversidade, o atual estudo do bairro de Agua Fria mostrou a presenca de
trés alelos, cqmlrec-p19, COMlrec-nis € CMlrec-p2s, Sendo o Gltimo identificado pela primeira

vez em nossas amostras de Agua Fria em estudo publicado por Chalegre et al. (2012). Nossos
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dados demonstraram que o alelo mais frequente, baseado nos resultados das amostras
sequenciadas, foi 0 cqmlrec. Estes resultados, juntamente com dados prévios (CHALEGRE
et al., 2009, 2012; MENEZES et al., 2016) indicam que os alelos cqmlrec-pis € CgM1Rec-D25,
assim como o alelo cgmlrec-2,que ndo foi avaliado neste estudo, tém uma frequéncia e
distribuicdo muito menor do que o cqmlrec (MENEZES et al., 2016). Os alelos cqmlrec-pis €
cqmlrec-p2s foram encontrados apenas de maneira pontual na populacdo avaliada em ambas
as areas de estudo. Assim, os resultados deste estudo demostram que monitoramento do alelo
cqmlrec € 0 mais importante e pode ser usado como marcador da pressdo de selecdo de
resisténcia a Lsp. Esta ferramenta pode ter um poder de resolucdo muito superior aos
bioensaios, sobretudo para alelos com modo de heranga recessivo, e varios trabalhos tém
reforcado a importancia da caracterizacao destes alelos, pois assim € possivel aplicar métodos
diretos para seu monitoramento dos alelos “r” em populag¢des de insetos tratados (XU et al.,
2009; ZHANG et al., 2012).

Os resultados produzidos por este estudo mostram que a utilizagdo do larvicida conjugado
a base de Lsp e Bti em criadouros urbanos apresenta vantagens, pois foi possivel reduzir o
tamanho populacional de C. quinquefasciatus. Além disso, a presenca de um complexo de
cristais toxicos pode ter atuado na prevencdo da selecdo de alelos de resisténcia do gene cqml
em populacdes de C. quinquefasciatus.

Nossas avaliagdes quanto a operacionalidade da aplicacdo do produto nés observamos
que foi utilizado 5 vezes menos larvicida que a area 1, gerando um ganho operacional no
transporte e aplicacdo do produto nos criadouros pelos agentes de satide ambiental. Quando ao
impacto na populacdo de mosquitos, verificamos que enquanto existiu uma colaboragéo entre
nosso laboratério de pesquisa e a secretaroia de salde do municipio foi possivel constatar uma
real impacto na densidade de C. quinquefasciatus, durante os primeiros 12 ciclos de
acompanhamento. Apos esse periodo ndo mais detectamos esse efeito na area tratada como o
Vectomax. Dessa forma, ressaltamos que o acompanhamento da atividade larvicida em campo
através da densidade de larvas, pupas e adultos, suscetibilidade larval e frequéncia alélica de
genes de resisténcia. Dessa forma é possivel realizar o aperfeicoamento dos programas de
controle de mosquitos, e consequentemente, a reducdo de transmissdo de patdgenos nas areas
alvo de tais intervencdes.

O controle populacional de A. aegypti continua sendo um grande desafio, pois suas
caracteristicas eco-bioldgicas limitam estratégias de controle que se baseiem apenas em um

unico tipo de intervencdo, como a aplicacéo de larvicidas. Assim, reforcamos a importancia de
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acOes integradas de controle com a utilizacdo de armadilhas, aspiradores, além do envolvimento

da populagdo no combate aos mosquitos.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

c)

O produto VectoMax® ¢ eficaz para substituir o uso de produtos individualizados a
base de Lsp e Bti, pois reduz a densidade populacional de C. quinquefasciatus. N&o
foi alcangado um impacto significativo sobre a populacdo de A. aegypti, independente
do esquema de biolarvicidas utilizados, apontando que o alcance de larvicidas em
geral sobre esta espécie € limitado.

Em areas caracterizadas pela forte pressdo de colonizacdo das espécies estudadas, as
aplicagdes de larvicidas devem ser mensais em todos o0s criadouros existentes,
independentemente da qualidade da &gua e presenca de formas pré-imaginais.

O mosquito A. aegypti é capaz de concluir seu ciclo pré-imaginal em criadouros ricos

em matéria organica, naturalmente colonizados por C. quingquefasciatus.

d) A utilizacdo de larvicidas a base de Lsp nas duas areas ndo exerce selecdo suficiente

e)

f)

para produzir razdes de resisténcia significativas e ascendentes ao longo do
tratamento. No entanto, o monitoramento molecular de alelos de “r” do gene cqml
sugere que o uso do VectoMax® pode ter desfavorecido a selecdo destes alelos.

O screening apontou ainda que, dentre os trés alelos “r” detectados, o cqmlrec-p19 € O
mais adequado como marcador da pressao de selecao.

A utilizacdo do produto conjugado Lsp+Bti ofereceu vantagens, pois reduziu a
densidade de C. quinguefasciatus, com um menor potencial de selecdo de resisténcia,

além das vantagens logisticas oferecidas pelo uso de um Unico produto em campo.
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Novel Mutations Associated with Resistance to Bacillus sphaericus in a
Polymorphic Region of the Culex quinquefasciatus cqml Gene

Karlos Diogo de Melo Chalegre,® Tatiany Patricia Romao,® Daniella Aliny Tavares,® Eloina Mendonca Santos,® Ligia Maria Ferreira,®
Claudia Maria Fontes Oliveira,® Osvaldo Pompilio de-Melo-Neto,® and Maria Helena Neves Lobo Silva-Filha®

Department of Entomology® and Department of Microbiology,” Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes-FIOCRUZ, Recife-PE, Brazil

Bin toxin from Bacillus sphaericus acts on Culex quinquefasciatus larvae by binding to Cqm1 midgut-bound receptors, and dis-
ruption of the cqm1I gene is the major cause of resistance. The goal of this work was to screen for a laboratory-selected resistance
cqm1 i allele in field populations in the city of Recife, Brazil, and to describe other resistance-associated polymorphisms in the
cqml gene. The cqm1 - allele was detected in the four nontreated populations surveyed at frequencies from 0.001 to 0.017, and
sequence analysis from these samples revealed a novel resistant allele (cqm1 g p;6) displaying a 16-nucletotide (nt) deletion
which is distinct from the 19-nt deletion associated with cqmI . Yet a third resistant allele (cqm1 ¢ p»5), displaying a 25-nt
deletion, was identified in samples from a treated area exposed to B. sphaericus. A comparison of the three deletion events re-
vealed that all are located within the same 208-nt region amplified during the screening procedure. They also introduce equiva-
lent frameshifts in the sequence and generate the same premature stop codon, leading to putative transcripts encoding truncated
proteins which are unable to locate to the midgut epithelium. The populations analyzed in this study contained a variety of al-
leles with mutations disrupting the function of the corresponding Bin toxin receptor. Their locations reveal a hot spot that can

be exploited to assess the resistance risk through DNA screening.

he utilization of biolarvicides based on Bacillus sphaericus re-

quires monitoring strategies which can predict or prevent po-
tential resistance selection among exposed mosquito populations.
The binary (Bin) crystal toxin, which is the major active insecti-
cidal factor found in commercial B. sphaericus strains, acts on
mosquito larvae after ingestion, processing and binding to specific
receptors located on the midgut epithelium (5, 24). Bin toxin dis-
plays high activity against larvae of the Culex pipiens complex and
B. sphaericus has an excellent persistence under field conditions,
which make this an effective biolarvicide for controlling these spe-
cies in urban areas (17). However, the mode of action of Bin toxin
relies entirely on its binding to a single class of midgut receptors
which are glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored a-gluco-
sidases named Cpm1 and Cqm1 for Culex pipiens and Culex quin-
quefasciatus, respectively (7, 29, 30). Failure of toxins to bind to
their midgut receptors has been described, in a wide range of tar-
get insects, as the primary resistance mechanism to insecticidal
proteins from entomopathogenic bacteria (11, 16, 25). In the case
of B. sphaericus, this is a critical aspect since resistance cases have
also been reported after laboratory selection or field exposure (2,
25,27, 36, 38, 44).

Investigation of the B. sphaericus resistance mechanisms has
confirmed the essential role for the binding of Bin toxin to its
receptors, since mutations within the cpm1/cqm1l genes, which are
recessively inherited, are the major causes leading to the absence
of functional receptors in the midgut and consequent high re-
sistance levels (36). Resistance cases unrelated to receptor
binding failure were reported; however, the mechanisms in-
volved were not elucidated to date (25). On the other hand,
molecular characterization of resistance linked to cpml/cqml
genes, performed in two laboratory-selected colonies and one
field population, revealed four distinct alleles associated with
this phenotype: cpmI ;5o and cgml g, laboratory-selected alleles
in California (GEO colony) and in Recife, Brazil (CqRL1/2362
colony), respectively, and cpm1 g and cpml gp-del, both character-
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ized in a field population from the south of France (6, 8, 29). Each
allele displays distinct resistance-associated mutations which re-
sult in potential transcripts for truncated soluble proteins lacking
the GPI anchor (cpmlgpo, cqmlpgpe, cpmlyp) or for truncated
GPI-anchored proteins which are still unable to bind Bin toxin
due to the loss of 66 amino acids (cpm1 gp-del). The CqQRL1/2362
colony, derived from eggs collected in the Recife Metropolitan
Area (RMA; Brazil) and laboratory selected, displays high levels of
resistance (resistance ratio [RR], >100,000) due to the failure of
Bin toxin binding to microvillus receptors, and larvae from this
colony were found to be homozygous for the cgmI . allele (26,
27). Characterization of this allele showed a 19-nucleotide (nt)
deletion which changes the frame of the protein coding sequence
and originates a premature stop codon. The resulting predicted
protein coded by this allele lacks part of its C-terminal end, in-
cluding the GPI-anchor site. As a consequence, in individuals
found to be homozygous for the cgmI g allele, no functional
polypeptide is present as a midgut membrane-bound receptor, a
condition essential for Bin toxin binding (29). The characteriza-
tion of this mutation allowed the development of a PCR amplifi-
cation assay, which upon screening for cqm1 gz in larva samples
from RMA field populations, showed the presence of the associ-
ated deletion in a frequency on the order of 107> and 1072 in
nontreated and treated areas, respectively (4).

Utilization of B. sphaericus biolarvicides in RMA has been an
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important tool for controlling C. quinquefasciatus, which is the
exclusive vector of the nematode Wuchereria bancrofti in Brazil
(32). In view of the strategic role of this biolarvicide in RMA and
the advantage provided by the knowledge available on the molec-
ular basis of resistance, the goal of this work was to provide data on
the frequency of the cgmI e allele through DNA screening, as
well as to describe novel polymorphisms of the cqgm1 gene which
can disrupt the expression of the Cqm1 protein as a target site for
Bin toxin. The search for new resistance-mediating events is a key
step for the development and continuous improvement of molec-
ular methods for resistance monitoring, since most alleles identi-
fied are recessively inherited and cannot be directly tracked
through bioassays.

MATERIALS AND METHODS

Mosquito colonies. Three colonies were used in this study: CqSF, a Culex
quinquefasciatus colony susceptible to Bacillus sphaericus that was estab-
lished from egg rafts collected in the Recife Metropolitan Area (RMA) in
Brazil; CqRL1/2362, a C. quinquefasciatus colony derived from CqSF and
laboratory selected with B. sphaericus strain 2362 that displays a high level
of resistance (>100,000-fold) to this entomopathogen (27); and RecLab,
an Aedes aegypti colony established from egg samples also collected in
RMA (21). Colonies have been maintained in the insectarium of the Cen-
tro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM-FIOCRUZ), under con-
trolled conditions, for at least 8 years. Larvae were reared in dechlorinated
tap water and fed with cat biscuits. Adults were fed on 10% sucrose solu-
tion, and females were also fed with chicken blood. Insects were main-
tained at 26 = 1°C, 70% humidity, and a photoperiod of 12 h of light and
12 h of darkness.

Culex quinquefasciatus population. Four nontreated populations
and one treated population from RMA were investigated. Nontreated
areas were Ipojuca (IPO) and Jaboatdo (JAB), located 60 and 20 km from
Recife, respectively, and Roda de Fogo (ROD) and Azeitona (AZE), dis-
tricts within the city. Samples from IPO and JAB consisted of egg rafts,
collected in 2010, using around 30 oviposition traps (3) randomly placed
in households within each area. Samples from ROD and AZE, consisting
of larva batches collected directly from breeding sites in these areas in
1999, were stored at —70°C. The treated area of Agua Fria (AGU) has been
exposed to B. sphaericus since 2003 (32), and egg rafts were collected in
2010 according to the methodology described above. Eggs were used to
establish subcolonies maintained under laboratory conditions, and larvae
from F1 or F2 progenies were stored at —70°C until use.

Bioassays. Multiple concentration bioassays were performed to estab-
lish the lethal concentrations of the B. sphaericus 2362 lyophilized powder
SPH-88 (Institut Pasteur), after 48 h, for 50% (LCs,) and 90% (LC,,) of
exposed larvae according to the standard procedure (35). Lethal concen-
trations were determined through probit analysis using the software SPSS
10.0 for Windows. Diagnostic dose bioassays were performed to discrim-
inate susceptible and highly resistant individuals based on the exposure of
individual fourth-instar larva samples to a high concentration of B. sphae-
ricus 2362 for 48 h (1). Briefly, larvae were treated with 125 mg/liter of the
biomass sample (sample no. 0448/09; CPqAM-FIOCRUZ) stored at
—20°C, at a concentration more than 1,000-fold higher than the LC,, to
the CqSF-susceptible colony, in a final volume of 2 ml of distilled water in
24-well plates. This high diagnostic dose was chosen based on the fact that
all cgm1 resistance alleles already characterized confer total refractoriness
to Bin toxin (25, 27, 38, 44).

AS-PCR. For DNA isolation, individual fourth-instar larva samples
were homogenized in DNAzol (Invitrogen), as recommended by the
manufacturer, followed by precipitation with ethanol and DNA recover-
ing in Tris-EDTA buffer. Allele-specific PCR (AS-PCR) was performed
using specific primers, described in Chalegre et al. (4), and reactions were
carried out for 35 cycles with an annealing temperature of 60°C using a
Biometra thermocycler. Amplification products were separated by elec-
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TABLE 1 Toxicity of B. sphaericus strain 2362 against larvae”

LCs LCop
No.of Mean (95% fiducial Mean (95% fiducial
Sample larvae  limits) RR  limits) RR
CqSF 360 0.004 (0.003-0.005) 1.0 0.029 (0.019-0.049) 1.0
PO 1,480 0.013 (0.010-0.017) 3.3  0.029 (0.022-0.044) 1.0
JAB 1,480 0.017 (0.013-0.020) 4.3  0.026 (0.023-0.049) 0.9
AGU 1,140 0.024 (0.021-0.028) 6.0  0.050 (0.042—0.059) 1.7

@ Larvae were fourth-instar Culex quinquefasciatus from a susceptible laboratory colony
(CqSF), two nontreated populations (IPO, JAB), and one treated population exposed to
B. sphaericus (AGU). Shown are lethal concentrations (mg/liter) for 50% (LCs,) or 90%
(LCyy) of larvae after 48 h. RR, resistance ratio; LC for the population tested/LC for the

CqSF reference colony.

trophoresis on 2.5% agarose gels, and each assay included no-DNA sam-
ples and A. aegypti DNA samples as negative controls. All AS-PCR prod-
ucts potentially amplified from the cgml - allele (fragments of less than
208 bp were expected due to the 19-nt deletion) and some fragments
amplified from cgm1 (standard fragments of 208 bp) were subjected to
automatic sequencing in an ABI Prism 3100 genetic analyzer (Applied
Biosytems) to confirm their identity.

Cloning and sequencing of cqm1 alleles. Genomic DNA from fourth-
instar larvae was extracted as described, and PCRs were carried out with
primers flanking the full-length coding sequence of cqgm1 (see Table S1 in
the supplemental material) using Platinum Taq high-fidelity DNA poly-
merase (Invitrogen). To obtain the partial sequence of the cqmlzpc pos
allele described in this study, a second set of primers were also used (see
Table S1). PCR products were purified with the GFX DNA and gel band
purification (GE Healthcare) kits. They were then ligated into the vector
pGEM-T Easy (Promega) and subsequently transformed into the One
Shot TOP10 chemically competent Escherichia coli cells (Invitrogen).
Twelve clones from each sample were subjected to minipreparations in
Luria-Bertani medium supplemented with ampicillin (100 pg/ml) and
further purified with the QIAprep spin miniprep kit (Qiagen). After pu-
rification, the DNA samples were quantified and submitted for automatic
sequencing. Alignment and assembly of the resulting nucleotide and
amino acid sequences were performed with the DNASTAR software pack-
age, and manual refinement was done when needed.

RESULTS

Available data on the frequency of resistance alleles in field popu-
lations without a history of previous spraying remain scarce, and
the lack of baseline information is one of the most limiting factors
to evaluate resistance selection and to introduce management
strategies. For this reason, an AS-PCR assay for the detection of
cqml g, designed and evaluated previously (4), was applied to
identify genotypes of C. quinquefasciatus larvae from nontreated
populations of RMA. First, B. sphaericus susceptibility was inves-
tigated in field populations from IPO and JAB using in vivo bio-
assays. Multiple dose-response assays showed that larvae from
both samples were susceptible since only a discrete increase in the
LC;,, with a resistance ratio (RR) around 3- and 4-fold for IPO
and JAB, respectively, was observed and the LC,, showed similar-
ities with the reference colony (Table 1). Diagnostic dose bioassays
were also performed in an attempt to identify larva survivors from
a high concentration of B. sphaericus that could potentially be
homozygous-allele-resistant individuals. Samples of 1,680 and
720 larvae for IPO and JAB, respectively, were individually ex-
posed, and there was no detection of survivors from these bioas-
says. Full mortality was already achieved after 24 h of B. sphaericus
exposure in the treated groups, while the nontreated larvae from

Applied and Environmental Microbiology


http://aem.asm.org

TABLE 2 Frequency of cqgm1 alleles determined by PCR”

Molecular Basis of Bin Toxin Resistance

No. of larvae with genotype and frequency of each allele

Total no. of cqml cqmlppc qmlrpc-pis cqmlgpc.pos
Sample Yr larvae SS SR RR F SR RR F SR RR F
1IPO 2010 501 498 3 0 0.003 0 0 0 0 0 0
JAB 2010 510 507 1 0 0.001 1 1 0.003 0 0 0
ROD 1999 230 222 8 0 0.017 0 0 0 0 0 0
AZE 1999 240 236 1 0 0.002 3 0 0.006 0 0 0
AGU 2010 269 252 14 2 0.033 0 0 0 1 0 0.002

“ Frequency of cqm1 alleles in Culex quinquefasciatus larvae from four nontreated populations (IPO, JAB, ROD, AZE), as well as one treated population exposed to B. sphaericus
(AGU). SS, homozygous for cgm1; SR and RR, heterozygous or homozygous for one of the resistance (r) alleles, respectively; F, allele frequency.

the control groups showed 2.9 and 1.7% mortality for IPO and
JAB, respectively, after the standard period of 48 h of exposure.
ROD and AZE larva susceptibilities were not analyzed since these
samples were collected in 1999 and stored at —70°C without fur-
ther evaluation.

The AS-PCR performed in this study is based on the fact that
according to the size of the DNA fragment amplified, using two
primers flanking the 19-nt deletion which characterizes the
cqml g allele, it is possible to identify fragments derived from
either cqm1 or the cqgml g resistant allele, corresponding to 208
or 189 bp, respectively (4). Here we define cqm 1 as all alleles other
than cqgm1l gy, taking into account that it is not possible to exclude
the existence of unknown resistance mutations which are located
outside the region under evaluation or do not alter the size of the
amplified fragment. All populations analyzed here, which had no
history of B. sphaericus spraying, nonetheless showed the presence
of the cqgm1 - allele. Frequencies of 0.003, 0.001, and 0.002 were
detected in IPO, JAB, and AZE, respectively, whereas ROD
showed a higher frequency of 0.017 (Table 2). In these popula-
tions, the cqm1p allele was always found in heterozygous indi-
viduals, whereas most individuals were homozygous for the cqm1
allele (Fig. 1; Table 2).

Screening for the cgm I - allele involved sequencing of all am-
plified diagnostic fragments (<208 bp) potentially corresponding
to this allele in order to confirm their identity. The analysis of the
resulting sequences revealed not only the targeted cqml zg- 19-nt
deletion but also a second deletion located in the same region
encompassed by the amplified fragment. The new polymorphism
found in these nontreated populations consists of a 16-nt deletion

100

FIG 1 Fragments amplified from alleles of the Culex quinquefasciatus cqml
gene. PCR produces profiles of homozygous for cqgm1l (lane 1), heterozygous
for cqmlyge (lane 2), homozygous for cqgmlyg. (lane 3), heterozygous for
cqmlgpe.pis (lane 4), homozygous for cqml gy ;6 (lane 5), and homozygous
for cqmlgpc_pos (lane 6). No fragments were amplified from samples with
Aedes aegypti DNA (lane 7) or without DNA (lane 8). Molecular size markers
(molecular weight [MW]) in base pairs are shown on the left.
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(nt 1306 to 1321), located 12 nucleotides downstream of the
cqml g deletion (nt 1276 to 1294), and this allele was denomi-
nated cqmlIgpe pe (Fig. 2). Visual inspection of diagnostic frag-
ments provided by AS-PCR does not allow a reliable distinction
between products amplified from cqml g or cqmlzpe g alleles
(Fig. 1). The cqm1 gpc_pys allele was detected in both JAB and AZE
samples. In JAB, its frequency of 0.003 was based on the finding of
one heterozygote and one homozygote larva sample for this allele
detected among 510 individuals analyzed, whereas in AZE, its fre-
quency was 0.006, carried by only one heterozygous larva sample
found among 240 larva samples (Table 2). The frequency of each
cqml gpcor cqml gpepis allele in 1,481 larva samples from all non-
treated populations was 0.004 or 0.002, respectively, while the
frequency of both was 0.006.

The DNA segment where the two deletions described above
were found may be a hot spot for these kinds of mutations since a
third deletion was detected in individuals from AGU, a treated
area exposed to B. sphaericus. Resistance ratios for AGU larvae
were 6- and 1.7-fold at LCs, and LCy,, respectively. The AS-PCR
screening based on a sample of 269 larvae showed a frequency of
0.033 for cqml g, and this allele was carried by heterozygous and
homozygous larvae. The sequence analysis of the set of smaller-
sized diagnostic fragments amplified from this AGU sample
showed, besides the fragments containing the 19-nt deletion, one
heterozygous individual for an allele containing a 25-nt deletion
encompassing the 19-nt deletion for the cqmI g allele, plus the
six subsequent bases (Fig. 2). The allele presenting this new dele-
tion, comprising nucleotides 1276 to 1300, was denominated
cqml gpe_pos and visual inspection of the corresponding fragment
generated by AS-PCR also does not allow a reliable distinction
compared to alleles containing the cqml e or cqmlzpe. i dele-
tion (Fig. 1).

The DNA extracted from larvae carrying the cqgmlgpc pis
allele was used for cloning and sequencing of the entire cqml
coding sequence in order to confirm its identity and analyze the
whole sequence. For this purpose, 45 clones from 5 larva sam-
ples were analyzed, and among them, 21 were positive for the
cqml gpe.pis allele. The final sequence from the individuals car-
rying such a copy contained the two known introns of 50 and
55 bp, with an open reading frame of 1,727 bp in length. A total
of 43 other single nucleotide differences were found through-
out the sequence. Among them, 7 led to amino acid substitu-
tions in the deduced protein (see Table S2 in the supplemental
material); however, none of these is known to be associated
with the capacity of Cqml to bind Bin toxin. The full-length
sequence of the cqmI zpc_ .5 allele could not be amplified from
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A Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron % Exon 3
5-UTR 7777/ | 3-UTR
269 bp 1,8 kb
B Primer 1

- - -gaggtagccatgcaggacttcaaagaggctcagcagttegacaaccgagatcegaace

acgccgatgcalgtgggactcgtegace 1310

agtgccgggticagtaccaacacc aacacctggctccgagttcatccggactacgctcggtacaacg@acgtg atgcagaagaatcca 1400

Primer 2

caaagtaccttccaccacttecagcatctgaccaagettegacggeaccggacgatgecagagtggtgagtacgtgecacaagacggte. .. 1490

FIG 2 Representation of the cqgm1 gene encoding the Cqm1 receptor in Culex quinquefasciatus larvae (GenBank accession number DQ333335). (A) Full-length
sequence of 1,848 nucleotides (nt) containing two introns of 50 nt (nt 1169 to 1218) and 55 nt (nt 1655 to 1709). (B) Nucleotide sequence from the region (nt
1221 to 1490) encompassing the polymorphisms found in alleles from Recife populations are indicated as follows: deletion of 19 nt corresponding to the cqm1 z -
allele is underlined; the six extra bases corresponding to the cqml ;. 5,5 are boxed; and the 16-nt deletion from the cqm1l g p, allele, located 11 bases beyond
the 19-nt deletion, is in italics and shaded in gray. Deletions start with a CGA trinucleotide motif in bold. The premature translation stop codon originating from
the deletions described here is boxed in bold. For the allele-specific PCR, primers 1 and 2 were used for the 5" and 3" ends, respectively. These deletions were
identified based on the sequencing of one strand of multiple DNA clones, which yielded identical results.

the same larva genomic DNA which originally generated the
PCR fragment of 183 nt containing the 25-nt deletion. Despite
extensive trials using the primers available for amplifying the
full-length sequence, and even additional primers designed for
this purpose (see Table S1 in the supplemental material), only
the wild-type cqgml sequences without any deletions were
found after analyzing the sequences of over 100 clones. Never-
theless, PCR assays using yet another set of primers (see Table
S1, primers F4 and R4) resulted in the amplification of an
889-nt fragment whose sequence contained the 25-nt deletion.
This sequence corresponded to about 50% of the full-length
gene (positions 506 to 1419) and included the first intron; how-
ever, contrary to the sequence established for the cgmIzpc pis
allele, single nucleotide polymorphisms compared to the pre-
viously described cqgmI sequence (GenBank accession number
DQ333335) were not found. Despite the high conservation of
this 889-bp fragment, the failure to amplify a full-length copy
of the cqmlygpc_pos allele suggests the existence of polymor-
phisms in other regions of its sequence which would prevent
annealing of the available primers.

The two deletion events found in the cqmlgpc s and
cqmlgpe_pos alleles change the reading frame of the succeeding
amino acids, and both originate a premature stop codon at posi-
tion 1362, which is also the same stop codon created by the 19-nt
deletion from the cqm1 - allele (Fig. 2). The resulting sequence
from cqmlppepie and cqmlpe pos alleles potentially encodes a
truncated (437 amino acids long) protein. Both the 16- and 25-nt
deletions can confer resistance, in homozygous individuals for any
of these alleles, since they will not code for full GPI-anchored
Cqm1 proteins, available in the midgut epithelium for the Bin
toxin to bind. Comparative analysis of the three deletion events
affecting the cqm1 gene highlighted the fact that while the 19- and
25-nt deleted segments share the same initial insertion point in the
sequence (at nucleotide 1276), all three also start with a common
CGA trinucleotide motif.

DISCUSSION

In this study, a DNA screening was performed to detect the
cqml ygc allele in populations of C. quinquefasciatus from the Re-
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cife Metropolitan Area (RMA). Susceptibility to B. sphaericus in
two nontreated populations of IPO and JAB showed that RR val-
ues at the LC,, were similar to that of the reference colony, and the
slight variations in RRs found at the LCs,, are comparable to pre-
vious RRs reported for other nontreated mosquito populations,
which have demonstrated the existence of natural variations in
their B. sphaericus susceptibilities (4, 20, 34, 36, 37). The status of
two other nontreated populations of ROD and AZE could not be
analyzed; nevertheless, they were expected to be susceptible since
B. sphaericus had not been used in these areas and they were also
geographically isolated from the only two exposed areas in RMA at
the time the samples were collected (28, 31). The cqmlzp allele
was found in all nontreated populations analyzed, despite being
originally identified in a laboratory-selected colony (4, 29), high-
lighting the strategic importance of monitoring for this allele in
RMA. This result contrasts with those observed for laboratory-
selected cadherin alleles associated with CrylAc resistance and
whose screening in field populations has not led to a positive de-
tection (13, 33). The frequency of the cgm1 x5 allele found among
the populations analyzed, which was on the order of 10~ (0.001
to 0.003), is consistent with the previous screening of two non-
treated RMA populations (4) and with studies on Bacillus thurin-
giensis (Bt) resistance genes in Lepidoptera that have estimated the
initial frequency of such alleles in nonexposed populations as
0.0015 (15). However, the higher frequency observed for the ROD
population indicates that variations in pretreatment frequency
can occur and should be taken into account for evaluating the
resistance risk prior to spraying. Recent surveys of Bt resistance
genes in lepidopteran field populations from Bt cotton areas in
China also showed a wide range of frequencies from 10™* to 10~"
(14, 18, 19, 40, 45), with the latter being considered the first sub-
stantial increase in resistance gene frequency among the areas un-
der study. The treated population of AGU evaluated here showed
a higher cqm1 g frequency than those from the nontreated pop-
ulations, which is consistent with B. sphaericus exposure in that
area. However, this frequency has not increased compared to pre-
vious screenings performed in AGU (4, 32), suggesting that the
selection pressure might be low. This could be related with the
introduction of Bacillus thuringiensis serovar israelensis (B. thurin-
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giensis subsp. israelensis) to replace B. sphaericus in certain stages
of this control program (C. M. F. Oliveira, personal communica-
tion). Considering that B. thuringiensis subsp. israelensis does not
display cross-resistance with B. sphaericus and it is able to elimi-
nate resistant genotypes (27, 36, 43), this could be one reason for
reducing the selection pressure in that area.

Molecular biology-based methods can be useful for monitor-
ing early selection of resistance in field populations since known
resistance alleles carried by heterozygous individuals can be di-
rectly identified. Screening performed in this study revealed two
novel polymorphisms in the cgmI gene, 16- and 25-nt deletions
found at the same region which encompasses the 19-nt deletion
originally found in cqgm1 . The finding of one homozygous larva
sample for cqmlgpc 6 in the JAB population was not expected,
considering its status of being a nontreated population, since data
from a previous screening of B. sphaericus and Bt resistance alleles
have shown such alleles only in heterozygous individuals under
such conditions (4, 42,45). The resistance phenotype conferred by
cqmlgpe.prs and cqml gpe_pos alleles could not be experimentally
confirmed; nevertheless, the functional effect of these deletions on
larva susceptibility is likely similar to that of cqm1 g, since they all
provoke frameshifts and introduce the same premature stop
codon in the sequence, which prevents the expression of full-
length GPI-anchored proteins (6, 8, 29). Regardless of the fact that
the Bin binding epitope on the Cqm1 protein is still unknown, the
loss of the GPI anchor prevents its location on the midgut epithe-
lium and, consequently, its function as the Bin toxin receptor.

A comparable situation, involving a wide range of polymor-
phisms, has been investigated in Lepidoptera cotton pests which
display multiple cadherin alleles associated with CrylAc toxin re-
sistance (12, 22, 45). To date, 12 cadherin alleles were found to be
genetically linked to CrylAc toxin resistance, one from a labora-
tory-selected strain of Heliothis virescens, three from Pectinophora
gossypiella, and eight alleles detected in Helicoverpa armigera (the
last two species are from field populations) (12, 22, 23, 39, 42, 45).
From the functional point of view, many of them are considered
null alleles since they are disrupted by events which result in the
generation of premature stop codons or aberrant splicing events
in their sequences, expected to encode truncated proteins lacking
toxin binding sites or the transmembrane domain (39, 42, 45). In
these cases, the final result is an inability of the toxin to bind to its
target tissue in a fashion similar to that observed for the cqml
resistance alleles described here (10, 45). In terms of monitoring
tools, DNA screening of cadherin alleles has been considered a
complex task due to the diversity and multiple locations of events
found over genes that can be as large as 16 kb, as was seen for H.
armigera (41). In contrast, the cgm1 gene is around 1.8 kb (29), a
size which facilitates its amplification and sequencing and allows
DNA screening of coexisting, resistance-linked alleles in field pop-
ulations.

The finding of novel events in the cqmI gene associated to B.
sphaericus resistance and mapped to the same region where other
resistance mutations have been identified suggests the existence of
a hot spot for such events. Aside from the polymorphisms re-
corded in RMA in Brazil, the same gene region is also the target of
the mutations which characterize the cpm1gp and cpml gp-del re-
sistance alleles, which were found to coexist in a C. pipiens popu-
lation from France (6). Overall, five of six resistance alleles char-
acterized in cpm1/cqml genes have mutations located within this
region, and only a single nonsense mutation (T1706A), from the
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cpml ggp allele (California), is mapped outside (8). From the evo-
lutionary point of view, further studies are needed in order to
clarify the mechanisms responsible for the rise of such events in
this specific region of the cqm1 gene, as well as the impact of these
alleles on the biological performance of the targeted insects. Al-
though resistance in individuals from the CqRL1/2362 colony was
related to a discrete reduction of some biological parameters (9),
this colony has been maintained in the laboratory for more than
10 years and recent data have shown that the cgm 1z allele is able
to compete with cqm1I, at least under laboratory conditions (1).
Similarly, cadherin genes, in view of null alleles found associated
with CrylAc resistance, do not seem to be essential for the survival
of H. virescens, P. gossypiella, and H. armigera (12, 22, 45). In
conclusion, the findings from this work indicate a diversity of
polymorphisms for the ¢qml gene which can lead to a loss of
function as the receptor for the B. sphaericus Bin toxin. The events
behind these polymorphisms, detected in individuals from field
populations of RMA, are nevertheless located in a specific region
of the cqm1 gene, which allows for easy screening of the multiple
events and is useful for assessing the resistance risk.
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