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RESUMO

Reduzir a infestagdo péedes aegyptias areas de transmissdo da dengue no Brasihganti
sendo um desafio. O objetivo deste estudo foi avativas abordagens para o monitoramento
e controle desta espécie em municipios pernambsicamm periodo de 2001 a 2007.
Armadilhas de oviposicdo (OVT) contendo o bioladacBacillus thuringiensis israelensis
(Bti) e infusdo de gramineas foram utilizadas pasdficar a infestacdo poAedesem 18
bairros do Recife e seis bairros de Jaboatéo, loemo para monitorar casa-casa 127 iméveis
no bairro do Engenho do Meio (EM), em ciclos dedis, por 12 meses. A coleta de ovos
demonstrou a presencaedesspp em todos os bairros com niveis de infestagéando de
28,6% a 94,4% e densidade de 30,5 a 224,4 ovosKDVRecife e de 15,6% a 87,5% e 24,2
a 233,5 ovos/OVT em JaboatdA. aegypti predominou na maioria dos bairros, Ae
albopictusfoi mais abundante naqueles com maior cobertugataé O estudo longitudinal
revelou que o uso continuo das OVT permitiu deteftiduacdes populacionais e locais de
concentracdo do mosquito. Um produto a base deeBanvolvido localmente para o controle
deA. aegyptifoi testado. A avaliagcdo em laboratério e campwtado revelou que o produto
foi eficaz, com atividade residual de seis mes&sbdidade de armazenamento de dois anos
e reciclagem em criadouros Aedes Estratégias baseadas na integracdo das OVT és ded
controle larvar foram implementadas de forma camrtiem Nossa Senhora de Fatima
(NSF)/Moreno-PE ou descontinua no Engenho do MEM)(e Casa Forte/Parnamirim
(CFP)/Recife.O uso prolongado (4 anos) de 2 ovias¥controle (OVT-C)/imébvel resultou
na eliminacdo de milhares de ovos do mosquito eedacédo sustentada da densidade de
Aedesem NSF/Moreno. Em CFP e EM, 5.602 OVT-C instaladas 12 intervengéo,
potencialmente recolheram mais de 13 milhdes ds,@m cinco meses, na 22 intervencao,
cerca de 2.500 OVT-C instaladas em EM, coletarans o 18 milhdes, em 12 meses. Os
resultados mostram que: a coleta/destruicdo madsie&os integrada ao tratamento larvicida
dos criadouros causou impacto negativo sobre alagim deAedesspp; 0 uso descontinuo
das OVT-C levou a uma reducdo temporaria de suaidhaie. O controle dA. aegypti
através de ovitrampas é uma estratégia promisserdepende da abrangéncia e do tempo de
uso das armadilhas em campo e consequientementerdvande ovos destruidos.

Palavras-chaves:Aedes Dengue - Prevencao & ControlBacillus Controle de Vetores,
Monitoramento, Oviposi¢do, Estudos PopulacionaisSadde Publica



MELO-SANTOS, M. A. V. Aedes aegypti (Diptera: Culicidae): populational studies and
integrated strategies for vector control in theifRelgletropolitan municipalities, from 2001 to
2007.2008. Thesis (Doctorate in Public Health) - Centeo Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2008.

ABSTRACT

To reduce the infestation levels 8kdes aegypturban areas still poses a public health
challenge. The aim of this work was to evaluateeh@pproaches to monitor and control this
mosquito in Recife Metropolitan municipalities, fm02001 to 2007. Ovitraps (OVT) with
Bacillus thuringiensis israelensi®ti) biolarcide and hay infusion were utilized noonitor
the infestation oAedesspp in 18 neighborhoods of Recife and 6 in Jalbodgg collection
indicated the presence Aedesspp in all neighborhoods, with infestation levwadsying from
28.6% to 94.4% and from 15.6% to 87.5% in Recifé daboatéo, respectively. Egg densities
varied from 30.5 to 224.4 eggs/OVT in Recife, add?20 233.5 eggs/OVT in Jaboat&o.
aegyptiwas predominant in the majority of the study areasl A. albopictuswas more
abundant in areas with larger vegetation coverage.longitudinal study revealed that OVTs
were efficient for a continuous surveillance, emapthe detection of fluctuations in mosquito
population densities and areas with higher mosqgadncentration. The evaluation of a
Brazilian product based on Bti, developed foraegypticontrol, revealed that this product
was effective againshedeslarvae, and presented a 6-month residual actigibpd storage
stability (2 years) and recycling capability. Aa&gy based on the integration of OVT to
activities of larval control was implemented contmsly or non-continuously in three
neighborhoods. In Moreno, the continuous use afdiftrol-ovitraps (C-OVT)/house resulted
in a sustained reduction &fedesdensity along 4 years,with the elimination of thands of
mosquito eggs. In Casa Forte/Parnamirim and EMerttan 13 million eggs were eliminated
during the first intervention (5-month period) withe use of 5,602 C-OVT. The second
intervention was restricted to EM, where 2,500 CIOpbtentially eliminated 18 million
eggs. The following conclusions can be drawn: th@\I were well accepted by the local
community (>90%); the massive collection and elation of Aedeseggs, integrated to
larvicidal treatment of breeding sites, caused gatige impact on mosquito population
density; and strategies based on a non-continusei®iuC-OVT caused a significant however
temporary reduction oAedesspp population density. aegypticontrol through the use of
ovitraps is a promising strategy that depends am lamber of eliminated eggs and
consequently on a broaden and continuous usefaabil in the field.

Key-words: Aedes Dengue, Prevention & Control, Bacillus, Vectorn@ol, Monitoring,
Oviposition, Populational Study in Public Health.
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1 INTRODUCAO

No contexto atual, a dengue € a mais importantevadse e representa um problema
de saude publica de ordem mundial. Estima-se qQeiddes de casos ocorram a cada ano
e que aproximadamente 2/3 da populacdo mundial efivaareas infestadas por mosquitos
vetores (PINHEIRO; CORBER, 1997). O padrdo de ibisitdo geografica da dengue tem se
sobreposto ao déedes aegyptivetor primario em mais de 100 paises onde a doecgrre
de forma endemo-epidémica, sobretudo nas zonascdr®pe subtropicais do globo
(GUBLER; KUNO, 1997). A inexisténcia de uma vacefativa contra os quatro sorotipos do
virus Dengue, a intensa movimentacdo das populdui®snas e a adaptacdo do vetor as
condicbes ocupacionais dos grandes centros urbas&@s, apontados como fatores
determinantes para a velocidade de propagacio elecalGUBLER; CLARK, 1995). E
consenso que a alternativa mais viavel para preeedbenca é o controle do seu principal
vetor, A. aegyptiGUBLER; CLARK, 1995) e eventualmente de outrastess que possam
estar implicadas, secundariamente, na transmiss@mo cAedes albopictus, Aedes

polynesiensis Aedes pseudoscutelladsedes horresceff®AJU, 2003).

A reemergéncia da dengue no Brasil se deu na dém=d880 (SCHATZMAY Ret
al., 1986) e epidemias explosivas tém ocorrido desdéo, associadas a circulacdo de trés
sorotipos do virus Dengue, em 26 dos 27 estadosSG(NERA et al., 1989, 1990, 2001;
SCHATZMAYR, 2000). A dengue apresenta um padraorsalzde ocorréncia, com maior
incidéncia de casos de janeiro a junho (FUNDACAOMBNAL DE SAUDE, 1999; 2002;
2003; 2005). No Estado de Pernambuco, os primeasss foram notificados e confirmados
em 1987, em 32 dos 174 municipios, entre eles ®eciaboatdo dos Guararapes, atualmente
a transmissdo autéctone da doenca ocorre em talosuaicipios (CORDEIRO, 2008).
Andlises filogenéticas identificaram que os gerg&iglo DENV-1, DENV-2 e DENV-3
presentes em municipios pernambucanos de 1996 & &fl@am América/Africa, Sudeste
Asiatico e india Subcontinental, respectivament®@RDEIRO, 2008).

A. aegyptié a Unica espécie reconhecidamente implicadaamsmissdo do virus
dengue no Brasil, embosa albopictusseja um comprovado vetor deste e de outros arksviru
no sudeste da Asia (RUSSEL al, 1969) e esteja no pais desde 1986 (FORATTINBG),9
com ocorréncia registrada em pelo menos 22 estaddddEIDA et al, 2006; MARTINSet
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al., 2006; SANTOS, 2003; SANTOS, NASCIMENTO, 1998)cdexisténcia destas espécies
em éareas de transmissdo ativa de dengue tem stdoefitemente referida no Brasil
(GOMES, 1998; HONORIO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 200REGISet al, 2008)

A expanséo da dengue no Brasil, sua ocorréncian@ndé& as epidemias vivenciadas
nos periodos de 1986-87 e 1990-91 foram determ@agpdra institucionalizar, em 1996, o
Programa para a Erradicacdo Aedes aegypt(PEAa), um programa de cunho vertical,
idealizado e centralizado ao nivel federal, queaipor objetivo eliminar esta espécie do
territorio nacional, em um periodo de cinco anddNBACAO NACIONAL DE SAUDE,
1996). As acbes de “combate” ao vetor estavamidimadas a eliminacao de criadouros e &
aplicacdo de inseticidas quimicos para eliminag@dadras. Estas acbes alcancaram pouco
éxito em termos de contencéo da dispersao geagrdfiosetor e de reducao da transmissao
da doenca (BRAGA; VALLE, 2007a; DONALISIO; GLASSERQ02; TEIXEIRA et al,
2005). As metas do PEAa nédo foram atingidas no ¢emevisto e o Programa foi
reestruturado passando a se chamar Programa deifictcdo das Acdes de Controle da
Dengue (PIACD), com acdes voltadas a reducéo dessrde infestacdo vetorial em todos os
municipios sobretudo nas areas consideradas maéagy representadas por 657 municipios
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Apesar da mudanca de objetivo, a pratica de centratorial no Programa
permaneceu centrada, quase que exclusivamenteplitacao de inseticidas quimicos
organofosforados. Estima-se que em 2002 mais dem8iD@es de reais tenham sido gastos
para vigilancia e controle vetorial, sobretudo pagaisicdo de inseticidas e maquinas pesadas
para sua aplicagéo em ultra baixo volume (UBV) (B3 VALLE, 2007a). Naquele mesmo
ano, o pais vivenciou a mais severa epidemia dgugercom notificacdo de 776 mil casos
classicos da doenga (CORDEIRO, 2008). Uma nova@weate Programa, intitulada Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) passou araigmo final de 2002 (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O uso continuado do larvicida temefos desde 1963etecionando ao longo do tempo
populacdes dA. aegyptiresistentes a este composto (MONTELeRal.,2007). A partir de
2000 a resisténcia passou a ser detectada e psodmddgicos a base da bactéria
entompotogenicaBacillus thuringiensis israelensiéBti) passaram a ser utilizados como

medida de manejo da resisténcia ao temefés, apswsmdocais onde foi confirmada a
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resisténcia (ANASTACIO, 2002; BRAGA; VALLE, 2007BRAGA, et al. 2004; LIMA et
al., 2003; MACORISet al, 1999; 2003). Além de ser um larvicida eficiectntra A.
aegyptj Bti apresenta mecanismo de acdo seletivo e difexdo dos inseticidas quimicos
(BECKER, 2000; BOISVERT; BOISVERT, 2000; REGKS al, 2000, 2001 THIERY;
FOUQUE, 1998; THIERYet al, 1999) aspecto que certamente norteou sua esgathao
programa (BRAGA; VALLE, 2007b).

Atualmente, mais de 10 produtos a base de Bti edifponiveis no mercado
internacional, a maioria deles sob formulacdo tligubu em granulos de sabugo de milho,
consideradas menos apropriada ao tipo de criadieiro aegyptiBECKER 2000; COUCH
2000; MELO-SANTOS, 2001a). Segundo Capatbal. (2008), alguns fatores tém limitado a
utilizacdo de produtos biologicos a base de basé&htomopatogénicas em programas de
controle de insetos vetores no Brasil, entre elesigio com a importacao, transporte e
distribuicdo. De acordo com estes autores, a pémllogal/regional poderia reduzir os custos
do produto, além de gerar desenvolvimento tecnotogela implantacdo de industrias de
fermentacdo. De alguma forma, a demanda crescesdte dbiolarvicida tem levado ao
engajamento de instituicbes brasileiras como a ROZ IPA, EMBRAPA, UFPE, UEL
entre outras, € em menor propor¢cdo a iniciativaada, no desenvolvimento de produtos a
base de Bti em escala experimental, semi-indusgriahdustrial (ARAUJOet al, 2007;
CAPALBO et al., 2008; MELO-SANTOSet al., 2001a; 2001b). Desde 2005, a empresa
Bthek Biotecnologia Ltda produz em larga escal@®(QQ.L/ano) o Bt-horus SC, uma
suspensao concentrada formulada com uma cepa @anagdde Bti, com registro nacional
(CAPALBO et al, 2008).

O tratamento dos criadouros com produtos larvigidpssar de representar uma forma
importante de controle, nem sempre é suficienta paainter populacbes de mosquitos em
baixas densidades por longos periodos, sobrétudegypti que é capaz de distribuir grupos
de ovos em qualquer tipo de recipiente que possawdar agua (REGI8t al.,2008). Este
comportamento favorece a existéncia de criadourggians do mosquito, que nao sao
alcancados pelas a¢bes de controle (AYRESI.,2004). Outros aspectos da biologia desta
espécie, como elevada taxa de fecundidade e dad#i curto ciclo de vida, capacidade
adaptativa as mudancas ambientais e resisténciavdesa auséncia de agua, contribuem para
seu rapido crescimento populacional (SCHOFIELD, 1)9%abe-se que mudancas na

densidade da espécie-alvo sdo importantes epidegitamente, visto que a freqiéncia de
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contato vetor-hospedeiro € um dos fatores detentésada capacidade vetorial de uma
populacdo de mosquitos (BLACK; MOORE 1996).

Assim, a implementacédo de medidas que atenuemrecap@nto de situacdes criticas
requer um sistema de vigilancia entomoldgica efieie com métodos suficientemente

sensiveis para detectar tais mudancas, em temp@&E@ISet al.,2008).

A vigilancia entomoldgica desempenha papel decisi@cavaliacdo do impacto das
medidas de controle sobre a populagcdo do insetor vet no seu redirecionamento
(DONALISIO; GLASSER, 2002; GOMES, 2002). Os indicesais utilizados para o
monitoramento dé. aegyptiem programas de controle no mundo s&o o indidefdstacio
Predial (IIP) e o indice de Breteau (IB). Ambosdesbaseados na presenca/auséncia de
recipientes contendo larvas/pupas do mosquitod@ui) na unidade territorial de amostra
(imével) e ndo consideram a densidade/produtividdelstes criadouros (GOMES, 1998;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). S&o operacionanie laboriosos e dependem
em grande medida da habilidade do operador emizacals possiveis criadouros positivos
para larvas/pupas no imével. Um aspecto muitassveegligenciado com relagédo a presenca
de larvas em um criadouro é que ndao ha como afiquarelas sejam representativas da
populacdo de fémeas, reprodutivamente ativas, qiees® ambiente naquele momento e
lugar, em funcdo da caracteristica de quiescénmsaostos e da dispersdo passiva destes,
frequentemente promovida pela acéo antropica. Aléso, ndo séo indicadores da densidade
de adultos e, portanto, apresentam grandes linggsap@ra avaliar riscos epidemioldgicos
(BRAGA; VALLE, 2007a; GOMES, 1998; GUBLER; KUNO, 29).

A armadilha de oviposicao (ovitrampa), idealizada lpay e Perry (1965), apesar de
ser considerada a ferramenta mais sensivel pagacdet deA. aegypti contraditoriamente,
ndo é a mais empregada para seu monitoramentorogsamas de controle, a exemplo do
PNCD (BRAGA et al. 2000; BRAGA; VALLE, 2007a). Os indices calculadmgpartir de
ovos permitem estimar a distribuicdo e, de certad) a densidade populacional deste
mosquito nas areas infestadas (GOMES, 1998). BEntret alguns aspectos sao referidos
como desvantagens no uso de ovitrampas entre gdescesso laborioso de contagem dos
OvOS em microscopio esterioscopico, a impossildidae identificar, com facilidade, as
espécies a partir desse estagio de desenvolvinetitoestimar o numero de fémeas a partir

do quantitativo de ovos (BRAGAt al, 2000). As vantagens mais evidenciadas estao
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relacionadas ao menor tempo requerido para suguaiagio em campo, maior sensibilidade
para deteccao da presencad@elesspp. e baixo custo em termos de manutengao codgara
pesquisa larvaria (ACIOLI, 2007; BRAG#t al.,2000; CHIARAVALLOTI, 1997; GAMAet
al., 2007; GOMES, 1998; REG& al, 2008; RITCHIEet al.,2008).

A captura de mosquitos adultos em locais de repqumoaspiracdo mecéanica é um
método eficiente para o monitoramentoAsles que resulta na coleta de um grande namero
de individuos. Além disto, prové informacdes ime&aBasobre as espécies presentes no
ambiente, e possibilita a obtencdo de outras mladas a seu estado fisioldgico,
comportamento e infecgédo vetorial (BARA®A al, 2001; CLARK; SEDA; FERNANDEZ;
FORATTINI, 2003; GUBLER, 1994). Alguns estudos refa os custos relacionados a
manutencao destes equipamentos como aspectos dgm@ fioitar sua utilizacao na rotina de
programas de controle (GUBLER; KUNO, 1997; KROCKE&ilLal., 2006; TIDWELL et al,
1990). Entretanto, vantagens e desvantagens assenges em todos os métodos e devem ser
consideradas na comparacdo custo/beneficio. Oestglos a campo tém mostrado que
alguns modelos de armadilhas para coleta de aduditsm ser eficientes para a deteccéo de
espécies déedes com vantagens relativas aos processos de contagdemtificacdo dos
adultos, comparado a coleta de ovos (FACCHINEEtIal., 2007; JONESegt al, 2003;
KROCKEL et al 2006; MACIEL-DE-FREITAS; EIRAS; LOURENCO-DE-OLIVIRA,
2006; RITCHIE, 2004; RUSSELL; RITCHIE, 200W/ILLIAMS et al, 2006a; WILLIAMS
et al.,2006b).

A implementacdo de medidas capazes de preveniresciotento populacional
explosivo deA. aegyptirequer um sistema de vigilancia entomolégica efitd, com métodos
sensiveis e robustos o suficiente para detectacdes de densidade populacional da espécie

alvo.
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1.1 Justificativa

As estratégias adotadas pelo Programa Nacionabd&dle de Dengue (PNCD) néo
tém sido, até 0 momento, capazes de responder gleddade epidemioldgica da doenca, de
seus determinantes soOcio-ambientais e do contrelesedi vetor,A. aegypti Apesar da
realizacdo das acfes de controle e da incorpoE@tementos voltados a informacéo sobre
a doenca e as formas de eliminacdo dos criadoorasodquito, pouco se avancou em termos
de mobilizagéo social e participacdo comunitaridadma a gerar um impacto importante e
sustentavel destas medidas sobre o crescimentdapamal deA. aegyptino Brasil.Diante
de circunstancias adversas, sejam elas técnicambientais, a vigilancia de vetores deve estar
preparada para responder aos desafios que sergprasbuscando aliar eficiéncia, baixo custo e

facilidade operacional aos métodos de monitoramento

No contexto atual, € necesséaria e urgente a addeanovas abordagens para a
vigilancia e controle dé. aegyptique estejam voltadas ao manejo ambiental e aragag
de métodos biolégicos e comportamentais. E imptatestar possibilidades que substituam
ou minimizem o uso de inseticidas quimicos, e ggjans sustentaveis para 0s servigcos
publicos municipais. Acdes de controle dirigidaslitminacdo de ovos podem levar a uma

reducao da disperséo passiva e da permanéncia douthosquito no ambiente.

Estudos que avaliem o desempenho de larvicidaddions desenvolvidos no Brasil e
de armadilhas de oviposicdo como ferramentas pargilancia e o controle d&. aegypti
nas condi¢des atuais, sdo necessarios para vestiagficiéncia para a reducéo da infestacéo

vetorial em &reas urbanas do Pais e para discutibdidade da sua incorporacdo ao PNCD.
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1.2 Pergunta condutora

Novas estratégias, com base no uso de armadilluzs larvicidas bioldgicos, para
obtencdo de amostras populacionais e elimina¢gdgivaade ovos, integradas a reducao de

criadouros, sdo capazes de ampliar a competéncidgdéncia e controle ddedes aegypi
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1.3 Apresentacao da Tese

Esta tese esta composta por trés partes, a pridedaa apresenta uma revisao sucinta
da literatura sobre a biologia, ecologia, imporidmpidemioldgica e os métodos empregados
para 0 monitoramento e controle do mosquiemles aegyptibem como os procedimentos
comuns aos estudos envolvendo a utilizacdo de dhasdde oviposicdo (ovitrampas),

descritos nas partes subsequentes.

Na segunda parte, sdo apresentados dois estudepenukntes relacionados a
distribuicdo espacial de populacbesAdeaegyptie A. albopictusnos municipios de Recife e
Jaboatdo dos Guararapes, situados na Regido Migaopodo Recife/PE. As informacdes
para elaboracéo destes trabalhos foram obtidagiag@mBanco de Dados do Monitoramento
de Aedes aegypftpor Ovitrampas e do Sistema de Informacdo do Brogrde Controle de

Febre Amarela e Dengue (SISFAD), dos respectivasaipios.

A terceira parte apresenta mais trés estudos, tambdependentes, dirigidos a
avaliacdo de novas apresentacdes de um produtseadedBacillus thuringiensissorovar.
israelensis(Bti) e estratégias de integracdo das ovitrampasu&ras acdes para o controle de
A. aegypti nos municipios de Recife e Moreno-PE. Informac8ebre os indices de
infestacdo porAedesspp., aspectos ambientais, climatologicos e epalégicos foram
obtidas a partir das seguintes fontes: Banco de®dd Monitoramento déedes aegyppor
Ovitrampas do municipio de Moreno, SISFAD, BancoDdwlos do Projeto SAUDAVEL,
IBGE, Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) @o Atlas Municipal (Recife) de

Desenvolvimento Humano.

Em cada parte estdo descritos os objetivos, pnoerdos metodoldgicos, resultados e
discusséo. Os itens conclusdes e referéncias esgaepao conjunto de informacdes da tese.
Os estudos apresentados foram realizados em c@moisiccom as normas éticas que regem a
pesquisa com seres humanos no Brasil, com o prdetdl® CAAE 0037.0.095.000-07,
aprovado pelo CEP do Centro de Pesquisas AggeulMesga (Anexo A).
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1° PARTE
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2 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

2.1 Aspectos da biologia e ecologia dedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762

A ordem Diptera compreende 85.000 espécies deomskts quais aproximadamente
200 podem atuar como vetores de agentes (virudértze; protozoarios e helmintos)
causadores de doencas ao homem (ELDRIDGE; EDMARQRA familia Culicidae esta
composta por mais de 3.300 espécies de mosquitriibdidas em 41 géneros e pelo menos
seis deles sdo de grande importancia médiampheles Culex Aedes Ochlerotatus
Psorophora Haemagoguse SabethedELDRIDGE; EDMAN, 2000; FORATTINI, 1962,
1965; SERVICE, 2004). No génerAedes estdo representadas aproximadamente 900
espécies distribuidas em 44 subgéneros, sendo wmmdds importantes &tegomyia
(CLEMENTS, 1999; FORATTINI, 1962)

A. aegyptioriginario da regido etidpica dispersou-se parasirende a atividade
antropica e o clima favoreceram a sua proliferag&aualmente pode ser encontrado em
regides tropicais e subtropicais do globo (CLEMENTS92; CONSOLI; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1962). Com base em cdees morfolégicos e
comportamentais existem duas subespédesies aegypti aegypttambém chamada de
forma doméstica, eusinantrépica, cujas formas aslyfbssuem coloracdo mais clara e as
fémeas ovipositam em recipientes artificiais. Oeamp leste da Africa e é geneticamente
similar as populacdes das areas tropicais e sutaiepdo globo. A segunda subespécie &
Aedes aegypti formosua forma silvestre que representa o ancestral, Topoadultos séo
bastante escuros e depositam 0s ovos em ocosaesirecorre na Africa, ao sul do deserto
do Saara, e as populacdes distribuidas na Asiadestsudos Estados Unidos estdo mais
relacionadas com esta forma silvestre (TABACHNICROQWELL, 1979). A primeira
subespécie desenvolveu evolutivamente um compontamestritamente sinantropico e
antropofilico, sendo reconhecida entre os culiddmmo a espécie mais associada ao homem
(NATAL, 2002). Essa espécie possui um curto ci¢dgico com duracdo de 15 a 30 dias,
em regides tropicais (BESERR@&t al, 2006) que compreende as fases de ovo, quatro
estadios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adufigra 1).



Aedes aegypf{Diptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MBIANTOS, M.A.V. 32

As fémeas se alimentam preferencialmente do hompan Bsso apresentam alto grau
de antropofilia. Os picos de atividade hematofagicarrem durante o periodo matutino e
vespertino (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994)pAs a digestado da alimentacéo
sanguinea, que se da entre 48 e 72 horas, as f@rmagam locais ou recipientes que
possam acumular agua, geralmente pobre em mat§édaica, onde depositam seus ovos,
isoladamente, nas paredes internas, préximos andardiagua. A maior atividade de
oviposicdo se da nas primeiras horas do dia e abeaar (CLEMENTS, 1999). Depois de
um periodo embrionario de aproximadamente trés dmdarvas eclodem dando inicio ao
desenvolvimento das formas jovens; porém, em céedi@mbientais adversas, sobretudo
relacionadas a auséncia de agua, os ovos podear entr quiescéncia (dorméncia), um
periodo de interrupcdo do processo final de madioragnbrionaria promovido pela reducao
drastica da umidade relativa do micro-ambientegrenpnecer viaveis no ambiente por mais
de um ano (SILVA; SILVA, 1999; SOTA; MOGI, 1992a992b). Este ultimo aspecto se
reveste de grande importancia por representamaipal forma de permanéncia e dispersao
passiva desta espécie no ambiente. A quantidadeovtds postos por fémealciclo
gonadotrofico pode variar bastante, com médiasv@wede 32 até 90 ovos (ALMEIDA,
2003; BRIEGEL, 1990; CANYONt al, 1999).

O processo de disperséo Aleaegyptitem ocorrido principalmente de forma passiva,
através da disseminacdo de ovos resistentes acdedsajue ficam aderidos a parede interna
de recipientes de naturezas diversas com capacdiadecumular agua temporariamente
(FORATINNI, 1962). Esta é uma caracteristica imgate que contribui para a presenca
silenciosa do mosquito no ambiente. Além distofémseas tendem a distribuir pequenos
grupos de ovos de um mesmo ciclo gonadotrofico ems e um criadouro, comportamento
que potencializa sua dispersao e dificulta as agéeontrole (REITERt al,1997). Estudos
sobre a disperséao dia aegypti(soltura e recaptura) realizados no Brasil denmanstjue as
fémeas podem se distanciar até 800 m do pontdeeido em busca de sitios de oviposi¢ao
(HONORIOet al, 2003). A disperséo ativa em busca de sitiosvisicéo e de hospedeiros
representa um mecanismo pelo qual a fémea do miogupde adquirir e disseminar agentes
causadores de doencas ao homem, aspecto de grgraédincia epidemiolégica (GUBLER,;
CLARK, 1995; HONORICet al, 2003).

Para Harringtoret al. (2005), a distancia média de dispersao é um parame maior

significado epidemiol6gico do que a distancia maximporque reflete o deslocamento que
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potencialmente muitos dos individuos (fémeas) farddongo de suas vidas, em busca de
sitios de oviposi¢do ou de hospedeiros. A maicsmabtudos sobre dispersédo tem concluido
que a distancia média que esta espécie percomevpel € quase sempre inferior a 100 m

(GETISet al, 2003; ORDONEZ-GOZALES, 2001; TSUD¢ al, 2001).

Os locais preferenciais para o desenvolvimentofalasas jovens dessa espécie sdo
habitats aquaticos instaveis, naturais ou artificipreenchidos por aguas pluviais (ocos de
arvores, folhas, garrafas, latas, pneus, vasosf@e planta, calhas) ou os destinados ao
armazenamento de agua para uso doméstico, comexparplo, cisternas, caixas d'agua,
tanques, tambores, tonéis entre outros (FORATTINK2). Em areas com problemas de
abastecimento de agua, os ultimos tipos de criadorepresentam os principais depadsitos
colonizados (MACIEL-DE-FREITAS, 2007; MELO-SANTO& al, 2001b; SILVAet al,
2006). Associado a esta situagéo, o sistema pradutdustrial moderno gera uma grande
guantidade de recipientes descartaveis, entrequéstatas e outros materiais, cujo descarte
inadequado em quintais, ao longo das vias publitas,praias e em terrenos baldios, tem
contribuido para a proliferacédo dedesTAUIL, 2001).

Figura 1 - Fases que compdem o ciclo evolutivoAdsles aegypti
Nota: (1) mosquito adulto; (2) ovos; (3) larva; pdipas.
Fonte: (1) Munstermann (1995), (2) Melo-Santos (200(3) Russell; (2000), (4).Vieira (2008).

Elevada viabilidade tem sido referida para ovos\daegyptie A. albopictus Beserra
et al (2006) constataram que para populaghes\. aegyptida Paraiba, o percentual de
eclosdo das larvas variou de 61,9% a 78,6%. Egtesea concluiram em seus experimentos
que situacbes ambientais em que a temperatura estie 22° a 30° C ocorre um aumento da
longevidade das fémeas, do numero de ovos postesf@& do nimero de geragbes anuais,
que pode chegar a 24 geracdes/ano. Silva e SB&)Estudaram a influéncia da dessecagao
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sobre a viabilidade de ovos @e aegyptiem laboratdrio e observaram que 85% deles podem
se romper apos trés dias de quiescéncia, quandoortato com a agua, € menos de 10%
podem sobreviver por até 492 dias. A eclosdo dasdasegundo os autores, se dava em
grupos, ao longo de aproximadamente 10 dias, gerpopulacdes com proporcdes sexuais
de 1:1. Estas observagdes permitem entender coaparecimento das primeiras chuvas de
verdo, em condi¢cdes de temperatura que variam ¥e& 3D° C podem levar a um rapido
aumento das populacdes Be aegyptiem campo, mesmo em areas sob intervencdes de
controle (REGISet al, 2008). Os mosquitos de um modo geral séo insetestrategistas”
cuja sobrevivéncia de populacdes estd baseadapazidade de colonizar estes habitats
instaveis aliada ao curto ciclo geracional e elavéatundidade/fertilidade. A associagédo
destas caracteristicas favorece o rapido cresaimeopulacional, gerando acentuadas
flutuacbes temporais de densidade (SCHOFIELD, 1991)

Diversos estudos relatam a influéncia da sazorddid@ crescimento populacional de
Aedesspp. e tém levado ao reconhecimento de diferepsebdes em areas tropicais,
subtropicais e temperadas, como consequéncia dascdes climaticas, sobretudo da
pluviometria e temperatura (ALTO; JULIANO, 2001; QTT et al, 2000; SERPAet al,
2006; TOMAet al, 2003; VEZZANI; VELASQUEZ; SCHWEIGMANN, 2004). Anaioria
deles evidencia o aumento populacionahdeegyptinos periodos mais chuvosos (MICIELI,
CAMPOS, 2003; MOGlEet al, 1988). No Brasil, pelo menos dois padrdoes decarento
populacional ja foram descritos para regides condigdes climaticas diferentes, o primeiro e
mais representativo deles, refere 0 aumento papukcdurante o verdo, quando ocorrem
chuvas intensas e esparsas associadas a elevamiesatiras (GLASSER; GOMES, 2002,
SOUZA-SANTOS, 1999) e o segundo na estacao de shpnagoriamente dita (PINHEIRO;
TADEI, 2002; REGISet al, 2008; RIOS-VELASQUEZt al, 2007). Alguns estudos tém
chamado a atencéo para a importancia do periottart®cdo entre as estacdes e seu papel na
manutencdo e aumento inicial do crescimento pojral; sobretudo em areas onde 0s
criadouros mais frequientes séo reservatorios dauggto tipo tonel, tanque, caixa d’agua e
outros, que estdo sempre presentes no ambienteiian{RIOS-VELASQUEZet al, 2007;
REGIS et al, 2008). De acordo com estes autores, a baixappeg@o verificada neste
periodo é suficiente para dar inicio a aberturaaas quiescentes, deixados no ambiente
durante a estacao seca, e a presenca dos criadoaisstaveis, citados anteriormente, para
dar suporte ao crescimento lento e progressivoogalacdo dededes Assim, o periodo de

transicdo das estacbes € apontado nestes estudus @womomento desencadeador do
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crescimento populacional e, portanto, a ocasid@ mdicada para a intensificagdo das acoes
de vigilancia e controle d&. aegypti{REGISet al, 2008; RIOS-VELASQUEZ2t al, 2007).

2.2 Aedes aegypti: importancia epidemiologica como vetor de dengue

Mais de 20 dos 100 tipos de arboviroses humanasnpaeér transmitidas por espécies
de Aedes dentre elas dengue, febre amarela e as encefRdeio, Japonesa e Saint Louis
(ELDRIDGE; EDMAN, 2000; MONATH, 1988). Pelo menosco espécies déedespodem
estar implicadas na transmisséo do virus derees aegyptAedes albopictuSkuse 1894
Aedes polynesiensidarks 1954 Aedes pseudoscutellaiitieobald 191@ Aedes horrescens
Edwards 193%RAJU, 2003).

Sabe-se que aproximadamente 2/3 da populacdo rhuinaieem areas infestadas por
potenciais vetores de dengue, principalmehteaegypti Considerando a ampla dispersao
geografica desta espécie e a circulacdo dos sosotipais ha maioria dessas areas, estima-se
gue 80 milhdes de pessoas sejam infectadas a nadA dengue é considerada endémica em
quase todos os continentes, exceto na Europa (FRIBIECORBER, 1997).

A emergéncia ou reemergéncia da dengue em paiséendsfério ocidental tem
ocorrido desde 1960, em epidemias explosivas coxastaelevadas de morbidade e
mortalidade (PINHEIRO; CORBER, 1997). Fatores rela@dos a intensa movimentacao
humana, ocupagdo desordenada dos grandes certha®osy ineficiéncia dos sistemas de
vigilancia epidemiolégica da doenca e ampla disici#o vetorial concorreram para a rapida
disseminacédo territorial do virus (KUNO, 1995; TAUI2001). Outro aspecto relevante,
especialmente para os paises das Américas, inelusiBrasil, que haviam erradicado
aegyptinas décadas de 50 e 60, foi a permanéncia desp@siduais de infestacdo pelo vetor
e a descontinuidade das a¢bes implementadas nachanpara eliminacao da febre amarela
(GLUBER, 1995).

Nas Américas, apos a reintrodugédo dos sorotipos\DEN DENV-3 nos anos 1960,
seguiu-se um periodo de varias epidemias de desi@ssico, registradas predominantemente
na Jamaica, Martinica, Curacau, Antiguas, Port@ R¥enezuela, Colémbia, Caribe, Guiana

Francesa.Na década de 1970, o DENV-1 foi detectado na Jamalcsseminando-se
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rapidamente para todas as ilhas do Caribe. Nooirdei 1980, o DENV-4 foi isolado nas
Américas circulando intensamente em alguns paisesp Colbmbia, Guatemala, Honduras,
México, Nicaragua, Paraguai, Porto Rico, Venezuel@am menor proporcdo no Brasil
(PINHEIRO, CORBER, 1997).

Embora as epidemias acontecessem em todos os paésesonados, Cuba foi o
primeiro a registrar casos hemorragicos da doesgaceados ao DENV-2, em 1981, com 158
Obitos (KOURIet al, 1989). No periodo de 1989 a 1996, casos hemoositatais passaram
a ser notificados em 26 paises, destacando-se azWMela com 207 casos, Cuba (158),
México (55), Porto Rico (37), Brasil (26), Nicarag(l9), Republica Dominicana (14) e El
Salvador (12) (PINHEIRO; CORBER, 1997).

A primeira epidemia de dengue classico no Brasitres em Roraima, Boa Vista, em
1982, tendo sido isolados, na ocasidao, 0 DENV-1ENY-4 do virus (OSANAI, 1983).
Entretanto, foi a partir da introducdo do DENV-b, Rio de Janeiro, em 1986, que a doenca
tomou propor¢cdes maiores no pais (NOGUEI&Aal, 1989). No ano seguinte, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Bahia, Alagoas, Pernambuco e Ceambé&a vivenciaram epidemias
associadas ao mesmo sorotipo. Em 1990, surgiranprioseiros registros de dengue
hemorragico no estado do Rio de Janeiro, tendo defectada a presenca do DENV-2
(NOGUEIRA et al, 1990). De 1990 a 1992 a doenca se expandiu rapitte para outras

areas do territorio brasileiro.

No periodo compreendido entre 1982 a 1998 todosstedos brasileiros estavam
infestados pelcA. aegyptie em 23 deles a transmissdo viral estava estadelecom
circulacdo simultanea dos sorotipos 1 e 2 em l1&dest nove deles situados no Nordeste
(BRASIL, 2006). O numero de notificacdes da doemgamulado no mesmo periodo foi de
1.672.883 casos, dos quais 848.775 ocorreram ndelsi@; predominantemente nos estados
de Pernambuco, Bahia, Paraiba e Ceara (BRASIL,)2006

Em Pernambuco, os primeiros casos de dengue adssciao DENV-1, por
transmissao local foram notificados e confirmadws1®87, em 32 dos 174 municipios que
compdem o estado, entre eles Recife e JaboataGulrarapes. De 1988 a 1994 nao foram
registrados casos autéctones de dengue, diferenstubcido observada a partir de 1995.

Atualmente, a transmissdo autdctone da doencaeoeonr todos os municipios (Figura 2)
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(CORDEIRO, 2008). Andlises filogenéticas identifama que os gendtipos do DENV-1,
DENV-2 e DENV-3 que circularam nos municipios penbacanos de 1996 a 2006, foram
América/Africa, Sudeste Asiatico e india Subcominag respectivamente (CORDEIRO,
2008). As epidemias de dengue em Pernambuco oaorreem: 1995/1996, com
predominancia do DENV-2, 1997/1998 com o DENV-1 602 com o DENV-3
(CORDEIRO, 2008). Como em outros estados brasfemointroducéo dos sorotipos e as
epidemias, em Pernambuco, tiveram inicio na Redf@bropolitana e se interiorizaram
posteriormente. Da mesma forma, a evolucdo datag@&s porA. aegypttambém ocorreu da

Regido Metropolitana para a Zona da Mata, AgreSerto.

A taxa de letalidade da dengue em Pernambuco d&d 2906 foi de 5,4%, similar a
observada no Brasil, que é de aproximadamente 4gdthas consideradas elevadas quando
comparadas a outros paises que ja convivem conercada mais de 20 anos (BRASIL,
2006; CORDEIRO, 2008).

Um estudo pioneiro em alguns municipios de Pernamluemonstrou, através do
diagnostico molecular, que os sorotipos 1, e 3idss\Dengue circulavam nas populagfes de
A. aegyptido Recife, no periodo de 2004 a 2006. O diagrebsticinfec¢do vetorial revelou
ainda a ocorréncia local da transmisséo transoad® DENV-1, DENV-2 e DENV-3 nas
populacdes dA. aegyptie DENV-1 na déA. albopictus(GUEDES, 2006). Diversos estudos
tém referido a transmissédo transovariana em caBpINTHER et al., 2007; joshi; singhi;
chaudhary, 1996; KHIN; THAN, 1983; KOW; KOON; YIN2001). Outros relatos sobre
vigilancia virologica em poulacdes brasileiras Ae aegyptitém revelado a presenca
predominante do DENV-3, em mosquitos adultos, etmndentos dos demais sorotipos desde
sua introdugdo (LOURENCO-DE-OLIVEIRAL al, 2004; PINHEIRCet al, 2005).

O perfil epidemiolégico da doenca tende a se agrays proximos anos em funcéo do
esgotamento do estoque de individuos susceptiasispopulacbes humanas dos grandes
centros urbanos, constatado por inquéritos soregpaldgicos, que revelam uma prevaléncia
para dengue de mais de 50% nos municipios brasileivestigados (TEIXEIRAt al, 2002;
VASCONCELOSet al, 1998; 1999). Associado a este fato, a circulagityés sorotipos e a
iminéncia de entrada do DENV-4, aumentam o riscodaréncia de epidemias de dengue

hemorragico nos estados brasileiros.
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Figura 2 - Municipios pernambucanos infestados fedes aegypg com transmisséo autéctone do
virus dengue, 1995 a 2006.
Fonte: Cordeiro (2008).

A presenca deA. albopictusno Brasil desde 1986 é outro aspecto relevante
epidemiologicamente uma vez que estudos comprovaen ssisceptibilidade aos quatro
sorotipos virais (MILLER; BALLINGER, 1988) e suapzcidade vetorial para a manutencéo
da transmisséo da dengue em paises do sudeste®$RbUSSELLet al, 1969; SERVICE,
2004). Outros estudos mostram o encontro destaiespaturalmente infectada com o virus
dengue, durante uma epidemia da doenca no MéxBZ&NEZ-BERNAL et al, 1997). No
momentoA. albopictusndo foi caracterizado como vetor de dengue nolBREGALLIER,
2003) o que néo exclui a possibilidade do seu @mehto com outras arboviroses. A
capacidade de colonizar ambientes urbanos, rursiisestres apresentada por este culicideo
tem chamado a atencdo, especialmente em paises @oBrasil, onde a febre amarela
silvestre ocorre de forma endémica, porque tal crtapmento pode favorecer o
deslocamento de mosquitos infectados deste ambpaméeo urbano, aumentando assim, o
risco de reurbanizagdo da febre amarela no teaitinasileiro (ALBUQUERQUE et al,
2000; CONSOLI; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994; GOMES998). Esta espécie tem

sido encontrada em grandes centros urbanos, dégengo-se nos mesmos criadouros
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usados poA. aegypti(O’ MEARA et al, 1995; HONORIO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
2001).

Fatores ambientais ligados a forma de ocupacaosgace geografico e ao clima,
principalmente chuva e temperatura, podem inflreidinamica populacional de aegypti
e, consequentemente, o contexto da reemergéndamgme (GUBLER, CLARK, 1995). A
urbanizacdo desordenada e o saneamento basicoguisade particularmente quanto ao
abastecimento de agua e a coleta de lixo, tém desadn aumento no niumero de criadouros
potenciais deA. aegypti(TAUIL, 2001). Em climas caracterizados por vaies sazonais,
pode haver periodos favoraveis a intensa prolif&rago mosquito, de forma que estas
flutuacBes fazem com que as epidemias se manifemterdpocas especificas do ano, como
por exemplo, no Brasil, onde um maior numero dexasnde a ser notificado de janeiro a
junho de cada ano (MARQUE& al, 1993; TEIXEIRAet al, 2002, 2005). Certamente
outros fatores além da abundancia do vetor, cona dé imunidade coletiva das populagdes
humanas, densidade demografica, distribuicdo emwacao de pessoas, estdo associados a
ocorréncia de casos da doenca (GE4tl&l, 2003; GUBLER; KUNO, 1997).

2.3 Programas de controle déedes aegypti: a experiéncia do Brasil

O controle déA. aegyptino Brasil ocorria de forma assistemética desdenéirmacéo
de sua reintroducdo no territério nacional em 19BJPERINTENDENCIA DAS
CAMPANHAS DE SAUDE PUBLICA, 1988). Vinte anos depo{1996), foi lancada a
primeira versdo de um programa verticalizado, astmdo a nivel central (federal) para todo
o Brasil, intitulado Programa para ErradicacdoAsmles aegypt(PEAa). Este programa,
tecnicamente baseado nos principios do SUS de mtesiceacdo das acles para estados e
municipios, foi estruturado em trés pilares, cdatreetorial, saneamento e educacéo
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). As acbes de cbate ao vetor estavam
voltadas principalmente as formas aquéticas do uitmsatravés da eliminacdo mecéanica de
criadouros potenciais pela destruicdo de deposigesviveis e coleta sisteméatica de residuos
sélidos do ambiente, e 0 uso de inseticidas quBnimmanofosforados (temefds) para

tratamento dos demais depdsitos inclusive aquelstinddos ao abastecimento domeéstico.
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O controle das formas adultas do mosquito, pelacagilo perifocal e espacial
(nebulizacédo), em Ultra Baixo Volume (UBV), de insielas organofosforados (malathion,
fenithrotion) e piretroides (cipermetrina e delténne) (Figura 3), passou a ser praticado, a
principio, apenas nos periodos epidémicos ou naéimsia dos mesmos, com o objetivo de
reduzir a transmisséo viral, como preconizado peiganizacdo Mundial de Saude (1995a;
1995b) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996). Esta mdd passou a ser clamada e
entendida equivocadamente pela populacdo como fefinaz de controle do mosquito,
talvez pela reducdo do incbmodo causado pelas gacddA. aegyptie outros mosquitos
presentes no ambiente domiciliar, o que certamentdribuiu para seu uso de forma
inapropriada. Sabe-se que o0s niveis de reducdoofalggdo de mosquitos através de
adulticidas sé@o considerados insatisfatérios emdsrde controle (CHADEE, 1990) e que

seu uso continuado pode acelerar o aparecimenmtsdééncia (MONTELLAet al, 2007).

Na pratica, as acdes de controle vetorial do PH&angaram pouco éxito em termos
de contencdo da dispersdo geografica do vetor eedigcdo da transmissdo da doenca
(AUGUSTO; CARNEIRO; MARTINS, 2005; BRAGA; VALLE, 207; DONALISIO;
GLASSER, 2002; SANTOS, 2003; TEIXEIRAt d., 2005). Em 2001 o programa foi
reestruturado passando a se chamar Programa deificezdo das Acdes de Controle da
Dengue (PIACD) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001xom acles voltadas a
reducdo dos niveis de infestacdo vetorial e swensificacdo nas areas consideradas mais
criticas, representadas por 657 municipios e nEINOACAO NACIONAL DE SAUDE,
2002). O insucesso do PEAa, segundo Braga e Vabe7], foi atribuido a “elevada
complexidade de estabelecer e universalizar mediel@sradicacdo no contexto dos diversos

municipios brasileiro”.

Apesar da mudanca de objetivo, a prética de centratorial no programa
permaneceu centrada, quase que exclusivamentglioacido de inseticidas nos criadouros
residenciais, com pouca ou quase nenhuma mobitizagéial no sentido de manter o
ambiente livre de criadouros potenciais do mosquisiima-se que em 2002, mais 800 de
milhdes de reais, ou seja, cerca de 80% dos rexutestinados a dengue, tenham sido
empregados para vigilancia e controle vetorial,restoldlo para aquisicdo de inseticidas e
maquinas pesadas para sua aplicacdo em UBV (BRAGALE, 2007a). Enquanto isso,
apenas 9,7% foi empregado em saneamento e 8,1%rammicacdo, educacdo em saude e
mobilizacdo social (AUGUSTO; CARNEIRO; MARTINS, 280
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Em 2002, mais de 3.500 dos 5.560 municipios biessle&estavam infestados pAr
aegypti (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002). Uma nawersao do programa,
intitulada Programa Nacional de Controle da Den@®d¢CD) passou a vigorar no final de
2002, em carater permanente, composta por 10 canpes (AUGUSTO; CARNEIRO;
MARTINS, 2005; BRAGA; VALLE, 2007a).

Experiéncias com 0 uso extensivo, intensivo e exabudo larvicida temefés sem
rotatividade com outros agentes de controle témde\a selecéo de populacbesAdaegypti
resistentes a este composto em diversos paisdssivecno Brasil (ANASTACIO, 2002;
BRAGA, et al, 2004; BRAGA; VALLE, 2007; GEORGIOLl&t al., 1987; LIMA, 2003;
MACORIS et al, 1999; MONTELAet al, 2007; RAWLINS, 1998b; RODRIGUEZEt al,
2001). Assim, ap0s a constatacdo de falhas opemdsionerentes a resisténcia, produtos
biolégicos a base dBacillus thuringiensis israelens{Bti) passaram a ser utilizados a partir
de 2000, em substituicdo ao temefds apenas nas lmede foi confirmada a resisténcia. Em
2000 foi criado um componente para 0 monitoramentovestigacdo da resisténcia aos
inseticidas empregados no PNCD, intitulado Redkldeitoramento Nacional de Resistencia
de Aedes aegypti aos inseticidas (MoReNAa). Os giros relatos deste monitoramento
indicaram que, em algumas populac¢des analisadagcanismo envolvido com a resisténcia
aos insetcidas organofosforados usados é do tipabdlEo, mais especificamente associado
as alteragcbes nas enzimas detoxificadoras estemseggutationa-S-transferase (GST)
(BRAGA; VALLE, 2007b; MONTELA et al, 2007). Outros estudos ja indicavam o
envolvimento das esterases, sobretudo na resiatéademefos (PAIVA, 2006) e revelavam
que a interrup¢ao do uso do produto estava se ddadimrma tardia, visto que muitas
populacdes caracterizadas como resistentes em 2Z80®/ainda permaneciam resistentes

mesmo apoés quatro anos de substituicdo do proG@MES, 2006).

Nas ultimas décadas, o controle integrad@ddaegyptitem sido recomendado diante
do reconhecimento da falta de sustentabilidadepdogramas baseados no uso quase que
exclusivo de inseticidas quimicos (AUGUSTO; CARNBIR MARTINS, 2005;
DONALISIO; GLASSER; 2002; HALES; PANHIUS, 2005). Uprograma para controle de
A. aegypti prescinde de acBes descentralizadas e intersgtoe®m da participacdo
comunitaria ativa e permanente, especialemente u® djz respeito a mudanca de
comportamentos individuais ou coletivos que levemn aparecimento de criadouros do

mosquito. Paises como o Vietnd tém combinado com sucessoomlagem vertical e
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horizontal e estabelecido estratégias baseadagnejonambiental com participagéo ativa das
comunidades, utilizando copepodos como agentegdidnls de controle, para reduzir as
populacdes dé. aegyptie priorizando o controle de recipientes de acomo sua frequéncia

e produtividade (KAY; NAM, 2005). De acordo com w@hg estudos, programas desta
natureza devem levar em conta a realidade e apgu@r@ale risco da populacéo local quanto a
doenca e ao vetor, manter um elo de comunicac&e eonmunidade e servico publico,
aumentar o grau de confianca entre eles, além titeudsr a comunidade a exercer seus
direitos e deveres (AUGUSTO; CARNEIRO; MARTINS, BQOVALLA, 1998; SPIEGE;
YASSI; TATE, 2002; STOTZ, 1993; TOLEDO-ROMANMNK al, 2009.

Estudos qualitativos sobre as percep¢cfes comuwstalas formas de transmissao,
controle e prevencédo da dengue, e do seu pape& pestesso, tém um carater estratégico
para a estruturacdo dos programas. No Brasil,estisdos sdo unanimes em afirmar que o
ganho de conhecimento adquirido no processo deitasiio das informacdes das campanhas
nao tem correspondido a uma mudanca efetiva natobhdbomportamentos) da populacéo,
contrariando o principal objetivo da acdo educatif€LARO et al, 2004;
CHIARAVALLOTI et al, 2003; FRANCAet al, 2004). Esta incoeréncia tem sido explicada
de véarias maneiras, desde a falta de reconhecindm¥oriscos associados a doenca e a
presenca continua do mosquito nos ambientes urpardiculdade de impedir a infestacao
de recipientes domeésticos por estes insetos, soloreem funcdo dos problemas de
abastecimento de agua, até aos erros na opcaoogettagdotada para a divulgacdo das
informac6es sobre a doenga e 0 mosquito (CHIARAVAIENETOet al, 2003; LEFEVRE
et al, 2004). As mensagens educativas tém veiculadalsesrabstratos que ndo se conectam
ao cotidiano da populacdo, assim, sua participdefio se resumido, timidamente, as
campanhas de limpeza (“arrastdes”) para a elimmagairecipientes artificiais inserviveis
(pneus, vasos de planta, latas, garrafas e outtessilios descartaveis), considerados

criadouros potenciais das formas joven®\daegypti

Experiéncias em varias partes do mundo tém mosiadoa participacdo ativa da
comunidade tem sido um diferencial para o éxitopgogramas de controle de aegypti
(ROSEBAUM et al.1995; SPIEGE; YASSI; TATE, 2002; SWADDIWUDHIPON& al,
1992; TOLEDO-ROMANI et al, 2006;WINCH et al, 1991).
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Para a compreensdo das epidemias e direcionamastoagbes de controle, é
fundamental conhecer os fatores que influenciamerssidade de mosquitos, tais como a
estrutura urbana de saneamento, 0s aspectos s0ciOreicos e culturais das comunidades
humanas, pois deles dependerdo a estocagem deiipgsale utensilios utilizados, forma de
descarte de materiais inserviveis, caracteristidas edificacbes, deslocamentos de
mercadorias, entre outros (DONALISIO; GLASSER, 200®guns estudos tém buscado
avaliar o componente entomoldgico, quanto a eftanle das acdes no controle populacional
do A. aegypti e suas relacbes com macrofatores ambientaisaisoei culturais que

caracterizam os diferentes espagos urbanos.

Figura 3 — Aplicacao perifocal de inseticidas quimicos.
Nota: (a) maquina pesada para aspersao espacidirarbaixo volume (UBV), (b) maquina costal.
Fonte: Avillis (2008).

2.3.1 Vigilancia entomoldégica dsedes aegypti

A vigilancia entomologica desempenha papel decisi@cavaliagdo do impacto das
medidas de controle sobre a populacédo do insetwr weio redirecionamento das acdes
(DONALISIO; GLASSER, 2002; GOMES, 2002). primeiro e mais importante aspecto para
a estruturacao das acdes de controle é a idegéificdos criadouros preferenciais da espécie
alvo. Inquéritos entomoldgicos realizados no Brasilelam que os reservatorios externos
como caixas d’dgua, tanques, tonéis, tamboresrasjastdo frequentemente positivos para
formas jovens do mosquito, sobretudo nas regideddste e Sudeste do Pais, onde existem
problemas com o abastecimento de agua (FUNDACAO IRANAL DE SAUDE, 2000;
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MACIEL-DE-FREITAS et al, 2007; SILVAet al.,2006). No intradomicilio, os criadouros
preferenciais sao vasos e pratos de plantas (MAS@RdI.,1997).

Os indices mais utilizados para o monitoramentoAd@egyptiem programas de
controle sdo o indice de Infestacdo Predial (IIR) indice de Breteau (IB). Ambos est&o
baseados na presenca/auséncia de recipientes domdevas/pupas do mosquito (criadouro)
no imovel, unidade territorial de amostra, e naasmeram a densidade/produtividade destes
criadouros (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996; GOME$998). Apesar de serem
mais reprodutiveis, sdo operacionalmente laboriesagependem em grande medida da
habilidade do operador em localizar os possive&louros positivos para larvas/pupas no
imovel, ou seja, de realizar a pesquisa larvarigu® 4A). Um aspecto muitas vezes
negligenciado com relacéo a presenca de larvasnemriadouro € que nao ha como afirmar
que sejam representativas da populagcédo de fémessnpes no mesmo momento e lugar, em
funcdo da caracteristica de quiescéncia dos ovt&En Alisso, ndo sdo indicadores da
densidade populacional de larvas nem de adultpsrégnto, apresentam grandes limitacdes
para avaliar riscos epidemioldgicos (BRAGA; VALLEQO7a; GOMES, 1998; GUBLER,;
KUNO, 1997).

Tun-Lin et al. (1995) propdem a existéncia de uma pequena prapatgedmoveis
(<3%) que corresponde aos pontos chaves para atengBo dos mosquitos nas areas
infestadas, por agregarem a maioria dos criado@t® a 53%). Sugerem ainda que tais

pontos possam ser facilmente indicados atravéssigusa larvaria.

Criticas sé@o hoje direcionadas a qualidade dasnmafgdes obtidas através dos indices
larvarios, sobretudo devido as falhas durante cgssp de investigagcdo dos imoveis, quer
pela inacuracia visual do processo de localizag@opwssiveis criadouros no ambiente quer
pelo acesso ao proprio imovel (DIB& al, 2005; MACIEL-DE-FREITASet al, 2007;
REGISet al, 2008).

O habito alimentar filtrador/raspador de fundosigesficies das larvas de aegyptie
sua capacidade de permanecer por periodos prolosmgadiundo de reservatérios dificultam
ainda mais a deteccdo e coleta de larvas destirramdasu monitoramento. Assim, métodos
voltados a coleta de ovos e mosquitos adultos earanais apropriados as peculiaridades
desta espécie (ACIOLI, 2007).
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A armadilha de oviposicdo (ovitrampa), idealizadar fray e Perry (1965), é
considerada a ferramenta mais sensivel para mam@nto de espécies daedes
colonizadoras de criadouros artificiais (BRA@A al. 2000; BRAGA; VALLE, 2007a). Os
ovos coletados nestas armadilhas permitem o cafluindices que refletem a distribuicéo e
a densidade dos mosquitos em areas infestadasgandse Acioli (2007) sdo mais

informativos do que os larvarios.

As ovitrampas apresentam diversas vantagens opeeégi comparada a pesquisa
larvaria entre elas a capacidade de detectar,ysmalpassivahedesspp. mesmo quando em
baixa densidade, facilidade e simplicidade de mdagéo pelos agentes em campo e baixo
custo associado a sua manufatura (ACIOLI 2007; BRAGal., 2000; CHIARAVALLOTI-
NETO, 1997; GAMAet al, 2007; GOMES, 1998). A adicdo de substanciasatiea e/ou
estimulantes a oviposi¢cdo, como por exemplo, irdas@e gramineas tem potencializado a
eficiéncia desta ferramenta na deteccao de difepdpécies ddedegCHADEE et al,, 1993;
GAMA et al, 2007; POLSONMet al, 2002; REITER; AMADOR, COLON, 1991; RITCHIE
et al, 2001; SANT'ANA; ROQUE; EIRAS, 2006). A presencie telas ou substancias
adesivas que aprisionam 0s mosquitos adultos (ANLESONG, 2000; CHANet al 1977,
RITCHIE et al.,2003) e a associagdo com inseticidas quimicos @dditos que causam a
morte de formas jovens e/ou adultas do mosquit&R(€H, et al, 2003; REGI&t al, 2008)
sdo modificagbes incorporadas as ovitrampas que pi@ssibilitado sua utilizacdo como
ferramenta para monitoramento permanente ou paomiwole complementar de populacdes
de Aedes Estudos recentes demonstram que podem ser cimmfada com material reciclado,
como garrafas descartaveis (RE@ISal, 2008) e até com material biodegradavel (RITCHIE
et al, 2008).

A coleta de ovos tem como desvantagens a impddsithd de correlacionar o nimero
de ovos com o numero de fémeas, visto que uma feowadistribuir quantidades variaveis
de ovos em diversas armadilhas (CLEMENTS, 19929139 requerer a eclosédo das larvas

para a identificacdo das espécies.

Acioli (2007) em seu estudo sobre aspectos operaisioelativos ao monitoramento
de A. aegyptipela pesquisa larvaria e por ovitrampas conclui esta Gltima é superior nos
seguintes aspectos: visitas para instalacdo egéspaenos invasivas, maior sensibilidade na

deteccdo da espécie-alvo, informacdes quantitatobee a populacdo vetorial, indicacdo de
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area com maior densidade populacional do mosquiigr facilidade de operacionalizacéo e
menor custo. Tailandia, Singapura, Vietnd e Austréfio exemplos de paises que utilizam

ovitrampas convencionais ou modelos adaptadosaparalancia e controle d&. aegypti.

O monitoramento a partir da captura de mosquitoft@iem local de repouso através
de aspiradores (Figura 4B) também tem se mostriaciende. Além de coletar um grande
namero de individuos, este método favorece estadbee o estado fisiologico das fémeas,
comportamento, longevidade e outras informacOeximiadas a competéncia e capacidade
vetorial dos espécimes coletados em areas de agémlviral (BARATA et al, 2001,
CLARK; SEDA; GUBLER, 1994; HOECKet al., 2003; KLINE, 2006; LOWENBERG-
NETO; NAVARRO, 2004), além de informacOes relevastdre seu . Apesar de serem
eficientes, os custos com a manutencao destesamgeiios sao referidos como limitantes a
sua utilizagdo na rotina de programas de cont@l¢BLER; KUNO, 1997; KROCKELet al,
2006; TIDWELL et al, 1990). Este ultimo aspecto ndo € um argumenidovavisto que,
todos os métodos requerem algum tipo de manuteras®in, vantagens e desvantagens
devem ser ponderadas com cuidado na andlise caiséditio. Por outro lado, estudos a
campo tém mostrado que alguns modelos de armagiifirascoleta de adultos (Figura 4 c1-
c6) podem ser eficientes para a deteccdo de espéeidedes e ainda gerar vantagens
relativas aos processos de contagem e identificdgdoadultos, comparado a amostras de
ovos (FACCHINELLI et al, 2007; GAMA, et al, 2007; JONESet al, KROCKEL et al,
2006; 2003; RITCHIE, 2004; RUSSEIdt al.,2006; WILLIAMS et al.,2006).

2.3.1.1 Armadilhas de oviposicéo

A armadilha de oviposig&o, conhecida no Brasil cavirampa, foi desenvolvida nos
Estados Unidos, na década de 60, com a finalidadeahitorar populacfes de aegypti
(FAY, PERRY, 1965). Apesar de sua comprovada efa&éparad. aegyptia ovitrampa atrai
outras espécies deedescolonizadoras de recipientes temporarios. A feeram é simples e
consiste de um recipiente de cor preta contenda égum suporte para a deposi¢cdo dos ovos.
Segundo alguns estudos o desempenho da armadittea g8 melhorado pelo uso de
substancias que aumentam sua atratividade para$égnavidas ou pela adicdo de inseticida

capazes de prolongar sua permanéncia em campaepod@s superiores a sete dias, sem o



Aedes aegypf{Diptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MBIANTOS, M.A.V. 47

risco de transforma-la em um criadouro de mosqR&RICHet al.,2003; SANTOt al.,
2003).

Infusbes de matéria organica séo utilizadas comaeates para espéciesAledesem
armadilhas de oviposicdo desde 1970 (ALLAN; KLINED95; HOLCK et al, 1988;
KITRON et al, 1989).

Diversos estudos tém comprovado a superioridadeitt@mpa comparada a pesquisa
larvaria, principalmente para o monitoramento dm&mao infestadas pefo aegypti mas
com alta probabilidade de servir como porta deadatra este espécie, como por exemplo,
portos e aeroportos, ou ainda com baixos niveimfégstacdo (BRAGAet al, 2000; FAY;
ELIASON, 1966; MARQUES:t al.,1993; RAWLINSet. al, 1998; VARGAS, 2002).

Figura 4 — Instrumentos/métodos para a coleta de formanpylarvas/pupas) e adultas Aledes

aegypti
Nota: (A) pesquisa larvéria, (B) aspirador costalapa captura de mosquitos adultos, (C) armadilha

Omni-Directional Fay-Prince para a coleta de mdsguadultos,(D) armadilha Mosquitrap para coleta
de fémeas gravidas dedes
Fonte: Hock, J. W, (2008); Universidade Federdliileas Gerais, 2008.

De acordo com Braget al. (2000) a principal vantagem da ovitrampa € a cdpaei
de detectar precocemente a presenca de espéciféedds aumentando as chances de
encontrar domicilio positivo, comparada a pesqglapzria. Além disso, permite diferenciar
areas quanto ao nivel de infestacéo, o que nemreanqossivel através da pesquisa larvaria.
Dentre os aspectos que contribuem para a eficiédessa armadilha destacam-se a
capacidade de competir com criadouros potenciateteccao déedesspp. e possibilidade

de estimar mais fidedignamente os niveis de irgéstalo que, por exemplo, a pesquisa
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larvaria, visto quéedesspp. podem colonizar criadouros cripticos ques@ndetectados em
uma inspecéo de rotina (AYRESal, 2002; RAWLINSet al, 1998a).

Apenas 10 anos apoés a idealizacdo das ovitrampdsago Perry (1966), Chaet al.
(1977) demonstraram sua utilizagdo para o contooleplementar deA. aegypti, em
aeroportos de Singapura. Pouco tempo depois, Gitealg(1982) referiram que a associacéo
de ovitrampas modificadas a remocéo de criadouwasnasquito promoveu uma reducéo de
até 36% do IB em areas de Houston, Texas. Apeséaxitto destas experiéncias, a idéia foi
abandonada até meados de 1999, quando foi prop@ssociacdo de palhetas impregnadas
com inseticidas quimicos as ovitrampas para tasdetais as formas jovens e as fémeas do
mosquito, pelo contato durante o processo de og@os(ZEICHNER,et al., 1999). Os
primeiros testes a campo com a ovitrampa letal @ohonstraram sua eficacia para controle
de populacbes deé\. aegyptiem diferentes areas geogréficas (PERIEHal., 2003;
SITHIPRASASNAEet al.,2003; RITCHIE, 2005).

Estudos realizados por Santos e colaboradores Y2@08laram a possibilidade de
utilizar ovitrampas consorciadas com larvicidaddgios para o controle d& aegypti em
areas urbanas do Recife, densamente infestadampstjuito. Seus resultados indicaram que
a ferramenta teve grande aceitacdo nas comuniéstietadas e demonstraram que a recusa

ao metodo pareceu ser maior nos bairros com eleauicao de vida.

De acordo com Knipling (1970), a eficiéncia da @rpa parece ser inversamente
proporcional ao numero de criadouros no ambienstud®s utilizando de duas até 10
ovitrampas/imovel mostram efeito de reducdo dasilpgpes deéA. aegypti e revelam que
sua integracdo as acOes de manejo ambiental pammagldo de criadouros favorece a
manutencdo de baixos niveis de infestacdo (CHEMN@I., 1982; PERICHet al., 2003;
RITCHIE, 2005; SITHIPRASASNAet al.,2003)

2.3.2 Uso do Bti para controle de aegypti a experiéncia do Brasil

A situacdo de infestacdo nos centros urbanos éirasil tem se agravado com o

aparecimento de populacdesAleaegyptiresistentes aos inseticidas quimicos utilizadoa pa
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seu controle, sobretudo o larvicida temefés quedielm aplicado extensiva e intensivamente
no Programa oficial desde 1996. Esta realidadeuleemn meados de 2000, aos primeiros
casos de substituicdo do inseticida temefds paticldas bioldgicos a base dgacillus
thuringiensis israelensi@ti), em localidades onde foram identificadas papdes resistentes
do mosquito (BRAGA; VALLE, 2007b).

A descoberta d@acillus thuringiensisvar. israelensis(Bti), bactéria entomopatdégena
aerébica esporulante se deu em 1977 (GOLDBERG, MARG 1977). Testes
comprovaram sua atividade toxica para larvas deemip, sobretudos de culicideos e
simulideos (DE BARJAC, 1978). Na familia Culicidaespécies dos génerdSulex
AnophelesAedes Psorophorae Mansoniasdo susceptiveis a este patogeno (DE BARJAC,
1990).

O mecanismo de acdo deste patdégeno é especifiadgpeaas de algumas espécies e esta
relacionado a quatro proteinas com atividade togmeontradas em um cristal ou incluséo
paraesporal, produzido pela bactéria na fase dewdapao (Cry4A, Cry4B, CryllA e CytA).
Quando ingeridos pelas larvas susceptiveis, egtais sao solubilizados no lume intestinal,
em pH alcalino, liberando as protoxinas, que samaahs por enzimas proteoliticas em
fragmentos menores transformando-os em toxinaasatfCHARLES, 1983). As toxinas
atuam sinergicamente e interagem com receptoresetiabrana apical do intestino médio,
causando seérios danos ao epitélio, que culminam cam morte da larva
(ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR, 1992; CHARLES,1981; GILL;
COWLES; PIETRANTONIO, 1992). As toxinas agem sinemgiente para a completa
expressdo da toxicidade (CRICKMOR&# al., 1995; PONCETet al., 1995). O tempo

requerido para expressao maxima da toxicidade?d teras apds a exposicao.

Bti € encontrado naturalmente no solo, em ambieagaaticos e em cadaveres larvais de
insetos. Em algumas circunstancias os cadavenesdaervem como ambiente favoravel ao
crescimento e multiplicacdo da bactéria, ou seja gaa reciclagem (ALY, 1985; ALY;
MULLA; FEDERICI, 1985; KHAWALED; BARAK; ZARITSKY, 1988).

Sua adocédo, alguns anos depois da descoberta, plosaprogramas de controle de
simulideos e culicideos (ARAUJO-COUTINHO, 1995; BEER et al.,1991; HOUDGARD
et al.,1997; MARDINI et al.,2000), representa um importante marco na hist@rieothtrole
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dos vetores de interesse em saude publica (REG:SE,2001). Sua inocuidade para a fauna
nao alvo presente nos criadouros destas espéaiessito demonstrada (BOISVERT,
BOISVERT, 2000; GARCIA, DES ROCHERS, TOZER, 1980).

Héa evidéncias que o Bti também pode se reciclaomanismos néo alvo. Manashetb
al. (1998) observaram, em vacuolos do protozodetrahymena pyriformjscrescimento
bacteriano e producéo de esporos e toxinas dedpiszes de causar mortalidade em lafAas
aegypti. Entretanto, ainda ha controvérsias sobre a cagadeidle reciclagem do Bti em
condi¢cbes de campo (MULLA, 1990).

; e 4. Rup tura dascélulas
Bacilus iuringils intestinais e morie da larvas

sorovar. tsraelensis

TRy
Ny Y A
A% | &
"_x__/l-' 3.Lizacio das toxinas
Esporo L a0 epitélio intestinal
Cristal u"}f% /,.——"
o 4 1.Ingestio dos s 2.5olubilizacio e atwracio das

cristaic e esporos toxinas no himem mtestinal

Figura 5. Representacdo esquematica do modo de acéo daasstaeBacillus thuringiensisorovar.
israelensisem larva de mosquito.
Fonte: Modificado de Reget al. (2001)

2.4 Producéo e formulacéo de bactérias entomopatagéas

Dentre os diferentes processos fermentativos eragosgna producéo do Bti, o mais
usual € o processo submerso descontinuo, no gomie nutritivo liquido é utilizado para
suspender e propagar a biomassa bacteriana. Ngioefté@al da fermentacéo, as fontes de
nutrientes se tornam limitantes, promovendo a espcio e posterior liberacdo de cristais e
esporos no meio de cultura. Assim, a cultura fioahtém uma suspensdo de células
remanescentes do processo, fragmentos celulags, @¢ esporos e cristais (BRYANT,

1994). Na escala de producdo o0 passo seguinte eeugpearacdo do principio ativo por
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centrifugacéo, floculagdo e micro filtracdo (COUCGA00; LUNA; LOPES; MASSARANI,
2002).Esta é uma etapa critica do processo de desenwitampois pode levar a perda ou
reducdo da poténcia toxica do produto (BRYANT, )99 centrifugacdo € um método
bastante empregado, no entanto, pode gerar pesdE3 @ 15% dos solidos (COUCH, 2000).
A floculagdo € uma alternativa para recuperar psres e cristais bacterianos, pois permite
sua conversdo em grandes agregados, favorecendepasigho gravitacional. Vérias
substancias que induzem e favorecem a floculacéenmpaser utilizadas, como polimeros e
compostos inorganicos, que separam satisfatori@nentbiomassa (LUNA; LOPES;
MASSARANI, 2002). O método mais eficiente € a mifiltracdo que garante a recuperagéo
de 100% dos solidos, mas se torna dispendiosoremodede equipamento e tempo.

Ao longo do desenvolvimento do produto, a verifezada atividade toxica, através de
ensaios com a espécie-alvo deve ser feita paratgamegualidade do produto final, servindo
como parametro para dar continuidade as etapa®rippes do processo de producgdo
(HABIB; ANDRADE, 1998; HABIB; ALVES; ALVES, 1998).

Os entomoatdgenos microbianos podem ser aplicagias,pisto é, em preparacdes
sem nenhum aditivo, ou podem passar por um procestwrmulacdo visando melhorar a sua
estabilidade, dispersao, cobertura homogénea engeséo no campo (BATISTA FILH®t
al., 1998). Segundo Cerén (2004), o objetivo de formudampromover uma correta
combinacéo de substancias inertes e ingrediente padira formar um produto estavel, eficaz
e de facil aplicacdo. A selecédo de substanciavadies adequadas é de extrema importancia
para o0 sucesso de uma formulagdo. Quando usadostaceente, estes componentes
aperfeicoam a atividade do ingrediente ativo e oralim as caracteristicas dos produtos
formulados, podendo agir inclusive como fotopratdce fagoestimulantes. Os ingredientes
inertes, diluentes, conservantes, absorventesprimttores e atrativos devem conferir ao
produto propriedades que favorecem o armazenampriongado das formulagdes
biologicas. Quando nado escolhidos adequadamentadds/os podem se associar ao
entomopatdégeno e causar perda de viabilidade e/agédb do principio ativo (BATISTA
FILHO et al, 1998).

Produtos industrializados a base de Bti, sob difeeeformulacdes, a maioria contendo
cristais e esporos viaveis da bactéria como ingnédiativo, estdo disponiveis no mercado
internacional (Tabela 1) (BECKER 2000; COUCH 200N passado, a Organizagao
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Mundial de Saude restrigiu 0 uso de produtos calmtessporos viaveis de Bti em agua
potavel, em parte por insuficiéncia de provas erpmmtais de sua inocuidade a saude
humana. Entretanto, em 1991, reconsiderou suagmsgi@ssumiu que estes produtos eram
seguros para uso em qualquer tipo de ambiente (DRGX¥CAO MUNDIAL DE SAUDE
1999). Na Alemanha existem, entretanto, leis gegingem a liberacdo de microorganismos
com esporos viaveis na natureza, como precaucawmgmbssivel impacto ambiental que seu
uso constante possa causar (BECKER 2002). Em 8#sacomo essa, sdo utilizadas
formulacdes asporogénicas, contendo apenas crigtaigicos (BECKERet al, 1991,
DULMAGE et al., 1990). Uma dificuldade na obtencdo de produto®diviie esporos é o
custo do processo para sua separacdo dos criSi@gGH, 2000). Entretanto, métodos
quimicos ou fisicos podem representar uma alteanatiobtencao de produtos com esporos
inativos (BECKER, 2002).

Diversos estudos tém comprovado que excelentesesgea controle podem se tornar
ineficazes se a estratégia de controle ndo comsidspectos importantes ao seu desempenho
em campo (MELO-SANTOS, 2001a). A adequacédo dodpdormulacdo de Bti ao habitat e
habito do mosquito-alvo € um requisito que podeamgeranhos operacionais, além de
racionalizar o uso do agente de controle (BECKEETRCH, 1994; BECKER, 2000;
COUCH, 2000; MELO-SANTO®t al.,2001a).

A solida base de conhecimentos sobre o Bti permaefirmar, por exemplo, sua
inocuidade para outros grupos animais e seguramcgeu uso continuado em larga escala.
Outro fato de grande relevancia prética é a auaéleregistro de resisténcia de insetos-alvo
a esta bactéria, depois de mais de duas décadeo dBECKER, 2000; HOUGARL®t al.,
1997). Entretanto, os dados relativos ao tempoedgigténcia da atividade larvicida do Bti

em habitats aquaticos comumente colonizados pmidribs vetores sdo ainda controversos.

De acordo com leis nacionais e internacionais, antijfgade de ingrediente ativo e
poténcia do produto devem estar mencionadas ntwrdé&uembalagem. Estes valores devem
ser mantidos com precisdo em todas as remessadiecio, para estabelecer padrdes e
metodologias de controle de qualidade. Para istogmitoramento da producgao deve ser feito
desde o processo de fermentacédo até o desenvoteirdarformulacédo final. Por razGes de
segredo industrial, aspectos associados a progugdnassa das bactérias entomopatogénicas
sdo pouco publicados na literatura cientifica (B&TA FILHO et al.,1998; COUCH, 2000).
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2.4.1 Metodologias para avaliacao de biolarvicidas

Os testes sob condi¢des simuladas de campo (T@SPssd@nais empregados para
avaliar e comparar diferentes produtos, bem comdatwes envolvidos na eficacia e
persisténcia de sua atividade larvicida com magusnca do que os testes realizados em
condicbes reais de campo (MELO-SANTGS al.,, 2001b; REGIS; SILVA; MELO-
SANTOS, 2000; THIERYet al., 1999). Becker e Rettich (1994) afirmam ainda que 0s
produtos devam ser também submetidos a testesnggoc@m pequena escala (piloto), para
preconizar doses e intervalos de aplicacdo, anéesedem incorporados a rotina dos
programas de controle. A atividade residual deabiitidas é fortemente influenciada por
fatores ambientais (BECKER, 2000; NAYA®R al.,1999; THIERY; FOUQUE, 1998).

Um dos grandes problemas para a avaliacdo deitiagibacterianos é que nao existe
um procedimento padrao que permita comparar 0 desgm dos produtos sob condi¢des
simuladas de campo. Em consequiéncia, observa-seggrande diversidade de métodos de
avaliacdo que buscam se aproximar das condi¢Omssde@ampo, sobretudo no que se refere
ao uso de larvas recém eclodidas, da colonizac&aadipientes tratados com as larvas ao
invés do recolhimento de amostras de agua destepeminanéncia das larvas mortas nos
recipientes, da ampliacdo do periodo de verificagdomortalidade e da avaliagdo da
persisténcia pela recuperacdo de pupas (Tabeld Zptroducdo destes elementos na
avaliacdo tem revelado que a persisténcia dos fm®dam criadouros dae. Aegyptipor
exemplo, pode ser superior a trés meses, (ARAEEL., 2007; BENJAMINet al., 2005;
MULLA et al.2004; SETHAet al.,2007).

Testes realizados no Brasil com formulacdes liquel@olidas mostraram resultados
variaveis quanto ao efeito residual do Bti, parotrole deA. aegypti com referéncias que
variam de 15 a 180 dias. Aralgo al. (2007) e Melo-Santost al. (2001b) consideram que
estas diferencas estejam mais associadas a falbanétodos empregados na avaliacdo dos

produtos do que ao desempenho dos mesmos.
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Tabela 1 - Produtos a base dgacillus thuringiensissorovar.israelensisdisponiveis no mercado

intrnacional.

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

Nota 'UTI: unidade téxica internacion&Produto desenvolvido no Brasil (Empresa Bthek)fase de registro.
Fonte: Modificado de Araujo (2006).



Tabela 2- Exemplos de metodologias aplicadas a avaliaggwatiutos larvicidas a baseBlecillus thuringiensis israelensfgara controle déedes aegypti
sob condi¢des simuladas de campo.

N° Larvas Frequéncia

Tipo recipiente

Condicbes simuladas

Persisténcia dias

Formulacgéo (estadio)  Colonizacdo (volume) Sol Sombr Troca Remocédo de (mortalidade) Referéncias
a de 4gua larvas
mortas
Comprimido 50 (L1) 3-5 dias Plastico (40 L) + + - - 35a50£90%) Melo-Santost al.,2001a
Gréanulado/ 50 (L1) 7 dias Plastico (40 L) + + + - 35a82098 Araujo, 2003
comprimido
Gréanulado/ 40 (L3) 7 dias Fibra vidro (250 L) + + - - 30 a(®770%) Vilarinhos, Monerat, 2004
comprimido
Comprimido 50 (L2) 7 dias Argila (200 L) - + + - A170%) Mullaet al.,2004
Granulado 20 (L3) 3-6 dias Plastico/ Ferro - + - + 15a35¢ 70%) Lima, Melo,Valle, 2005
Cimento/Asbestos
(100, 200 e 250L)
Comprimido 50 (L2) 7 dias Argila/plastico - + + - 166 (94%) Benjamiat al.,2005
(50L)
Comprimido 50 (L1) 7 ou 30 dias Plastico (50 L) + + + - 30 a 180 (> 90%) Arauet al.,2007

(+) = Sim/variavel investigada no teste ( -) = nad&vel ndo investigad

55
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3 APRESENTACAO DA TESE

3.1 Metodologia padréo: instrumento de coleta de aostras populacionais deAedes

A armadilha de oviposicao (ovitrampa) foi empregada quatro dos cinco estudos
que compdem esta tese, seja como instrumento pamiboramento da distribuicdo espaco-
temporal de populagbes Aedesem ambientes urbanos, seja como ferramenta coraptam
para o controle desta espécie. Os modelos de mg&raaqui utilizados foram similares aos
descritos por Santat al. (2003) (Figura 6A), Regist al. (2008) (Figura 6B) e Lenhaet al.
(2005) (Figura 6C) e sédo basicamente compostosirpatecipiente em plastico preto (vaso),
preenchido com 220 ml a 2.000 ml de infusédo de greas (30%), utilizada como atraente
para fémeas gravidas do mosquito. A infusdo de igieas foi preparada com material fresco
em agua de torneira (15 kg/l), mantido em recigidathado por sete dias. Uma palheta de
madeira porosa (tipo duratex) fixada internament®r@a do recipiente foi utilizada como
substrato para a deposicéo de ovos. Em cada ahaddil usada uma palheta de 2,0 cm x
12,0 cm ou trés palhetas de 5,0 cm x 15,0 cm, ifdstas com o local e data da sua
instalacdo em campo. As ovitrampas destinadas eétacohassiva de ovos do mosquito
receberam como substrato uma ou trés palhetas quedato de tecido (algodao cru lavado)
de 17,0 cm x 58,0 cm. A instalacdo foi feita, sesrguie possivel, na area peridomiciliar em
local sombreado, protegido da chuva, a uma alterapdoximadamente 1 m do chéo (Figura
6E). Sempre que o tempo de permanéncia da ovitrampeampo foi superior a sete dias foi
adicionado 800 mg a 4,0 g de larvicida biolégidoage deBacillus thuringiensis israelensis
(Bti), por ovitrampa conforme o volume de infus@&s procedimentos para contagem de
ovos, identificagdo de espécies e levantamentodieeis entomoldgicos descritos a seguir

foram iguais em todos os estudos.

3.1.1 Contagem de ovos

As palhetas retiradas das armadilhas foram acomdidas individualmente em

recipientes plasticos para secagem a temperatuddiei® e posteriormente, foram
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observadas em microscépio estereoscopico (aumert0x) para a verificagdo da presenca e
contagem de ovos daedesspp (Figura 6D). Ovos operculados ou sem opérfardam
considerados na contagem.

3.1.1.1 indices entomoldgicos

Os seguintes parametros foram estimados a partiodtagem de ovos: a) indice de
Positividade de Ovitrampas (IPO), dado pelo petm@rde armadilhas positivas do total de
armadilhas investigadas, b) indice de Densidad®wtes (IDO), média aritmética do total de
ovos coletados nas armadilhas positivas, e ¢) mumerdio de ovos/ovitrampa (NMO)
calculado considerando o total de ovos coletado®&al de armadilhas utilizadas (positivas e
negativas). O primeiro indice permite conhecers&riluicdo espacial da infestagéo e os dois
altimos a intensidade da infestacdo em uma area.

Figura 6. Modelos de armadilha de oviposicéo (ovitrampzagngplos de instalacdo da ovitrampa em
campo e processo para contagem de ovésedesem laboratorio.

Nota: (A) ovitrampa com 1 palheta, similar a0 modghntoset al. (2003), (B) ovitrampa-sentinela
com 3 palhetas, similar ao modelo Reegisal. (2008), (C) ovitrampa-controle com tecido, modelo
adaptado Lenhast al. (2005), (D) larvicida granulado a base Blacillus thuringiensis israelensis
(E) ovitrampa instalada em &rea peridomiciliar, §€jeccdo e contagem de ovos do mosquito em
microscopio estereoscopico. No destaque, ovdsedesspp depositados em tecido de algodao.

Fonte: Melo-Santos (2000b), Regisal (2008).
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3.1.2 Identificacdo das espéciesftdales

Para estimar a abundancia e frequéncia relativasedgpécies déedesna area de
estudo, palhetas com ovos coletados nas ovitranipasn submersas em recipientes
individuais, contendo infusdo de gramineas a 10%& patimular e promover a ecloséo
sincronizada das larvas. Apos o periodo de 24 It asbtidas foram transferidas para cubas
de criacdo contendo 2 L de agua de torneira e nagé@ogatos (Whiskag. As larvas foram
mantidas no Insetario do Depto de Entomologia dotrGe de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ, a temperatura ambiente de-26°C e fotofase de 12 h. Ao atingirem
0 4° estadio de desenvolvimento as larvas foraadés sobre lamina para identificacdo da
espécie com base nos caracteres morfolégicos de@hento abdominal (Figura 7), de
acordo com a chave de classificacao descrita emsdliphourenco-de-Oliveira (1994).

Figura 7 - Caracteres de identificagdo em larvas\ddesspp.

Nota: (a) larva de “estadio com destaque para 8° segmento abdominas¢amas do pectate
Aedes albopictus

Fonte: Nakazawa (2006).
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2° PARTE
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4. METODOS PARA O MONITORAMENTO POPULACIONAL DE Aedes spp.

4.1 Objetivo geral

Avaliar as variacfes da dinamica populacionahddes aegyptia Regido Metropolitana do

Recife através de armadilhas de oviposicéo.

4.1.1 Objetivos especificos

a) Determinar a frequéncia relativa e a distribuic§paeial deA. aegyptie A. albopictus
em &reas urbanas dos municipios de Recife e Jabd@ddSuararapes-PE;

b) Conhecer o perfil espaco-temporal da infestacdiondgeis residenciais pak. aegypti

em um bairro do Recife;

c) Verificar a viabilidade dos ovos dedesspp. coletados nas armadilhas.
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4.2 Estudo I: Distribuicdo de Aedes spp. em bairros do Recife e Jaboatdo dos
Guararapes-PE

4.2.1 Procedimentos Metodoldgicos

4.2.1.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido nos municipios de Re(#®’03”S latitude e 34°55'00" O
longitude), com extens&o territorial de 220°k8¥ bairros e 1.515.052 habitantes e Jaboat&o
dos Guararapes (8°10'00”S latitude e 35°08'00”Ogiarde), com 234 kf 34 bairros e
610.648habitantes (IBGE, 2005), localizados na Regidao dpetiitana do Estado (Mapa 1).

O clima da regiéo é tropical umido a subumido, temperatura meédia anual variando de 24°
a 27° C e precipitacdo pluviométrica de 1.310 mi.4246 mm, com periodo de chuvas
intensas de margo a agosto, e periodo seco delsetanfievereiro, com chuvas esparsas em
novembro e dezembro em algumas areas (PERNAMBUC®/BE2008).

Estes municipios foram selecionados para o esteddigtribuicdo espacial da.
aegyptie A. albopictugpor serem os maiores centros urbanos do EstaderdarRbuco, onde
acOes para controle do. aegyptitém sido implementadas desde 1996. Foram sel@mena
aleatoriamente 166 imdéveis em 18 bairros do Redifbela 3), estudados em outubro de
2001 e abril de 2002, e 84 imOveis em 6 bairroslaloatdo dos Guararapes (Tabela 4),
estudados em outubro de 2002 e de 2003. Nesta®esasada imovel residencial, do tipo
casa, recebeu um par de ovitrampas (modelo desentoSANTOSet al., 2003) que
permaneceu instalado no peridomicilio por um peridel cinco a sete dias. Ao término deste,
as ovitrampas foram retiradas e transportadas laord#rio para a contagem de ovos,
estimativa dos indices de infestacdo e identificag@ espécies. Estas informacdes foram
depositadas no Banco de dados do monitoramentdAatkes aegyptipor ovitrampas
(JABOATAO DOS GUARARAPES, 2008; RECIFE, 2008). A evacionalizacdo da
instalacéo e recuperacdo das ovitrampas em campealada por agentes municipais de

saude envolvidos nas atividades do PNCD.
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Os bairros de Jaboatdo dos Guararapes foram aéradtes pelo método qualitativo,
baseado na observagdo comparativa, quanto a peedemnmggetacdo em: a) escassa, quando a
vegetacao era restrita a arborizacéo de ruas erm@sle terrenos baldios; b) mediana, além
da arborizacdo de ruas e terrenos baldios, presingaacas e imoveis com quintais e/ou
jardins; c) abundante, além dos critérios “a” e, ‘{oesenca de grandes espacos verdes como
parques arborizados, resquicios de matas e brejos.
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Mapa 1- Mapa do Estado de Pernambuco. Em destaque vermmglimunicipios de Recife e Jaboatéo
dos Guararapes.
Fonte: Mapa... (2008).

4.2.1.2 Viabilidade dos ovos de Aedppcoletados nas armadilhas

As |amostras coletadas em Jaboatdo dos Guararapes também utilizadas para a
verificacdo da viabilidaddos ovos. Os ovos foram classificados em duas @a@dsg a) sem
opérculo, |devido a eclosdo da larva ainda em carepb) com opérculo ou inteiros,
subdivididos em viaveis e inviaveis, corresponderepectivamente, aos ovos desidratados
cujas larvas eclodiram ou ndo em laboratorio, @&edsm submetidas a um unico estimulo de
eclosdo (imersdo em infusdo de graminea 10%),dsdeapds a retirada das ovitrampas do
campo. A taxa de viabilidade foi calculada pelocpatual de ovos sem opérculo e

operculados-viaveis do total de ovos coletadosanwdd
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4.2.1.3 Anélise estatistica

Os valores de contagem de ovos foram submetidclisarde variancia (ANOVA)
com testes post hoc Tukey (HSD) para comparar el rde infestacdo entre as areas
estudadas. A correlacdo entre os indices entonool®giPO, IDO e o numero médio de ovos
foi testada pelo Coeficiente de Spearman. O testej@adradox?) de proporcao foi aplicado
para comparar a abundéancia e frequéncia relatisaedpécies déedesspp nas diferentes
areas. A correlacéo entre cobertura vegetal e &rexjé das espécies foi verificada pelo teste
de Kendall. Todas as andlises foram feitas coresidier no minimo um nivel de 5% de

significancia.

4.2.2. Resultados

4.2.2.1 Nivel de infestacdo por Aedpp.nas areas estudadas

Distribuicdo espacial da infestagcdo por Aedgmp. durante o periodo total de observacao,
ovos deAedesspp. foram encontrados em mais de 50% das 500t@maletadas nos
imoOveis investigados em Recife e Jaboatdo dos Gumes Os valores de positividade de
ovitrampas indicaram niveis de infestacdo sigrifreanente diferentes (p<000,1) entre os
bairros nos dois municipios (Tabelas 3 e 4).

Em Recife, o percentual de ovitrampas positivaseodglo na estacdo seca
(outubro/2001) foi estatisticamente maior (p<0,0084d que o registrado na esta¢do chuvosa
(abril/2002). Entretanto, n&o foi observada umastacao positiva entre o IPO e a quantidade
de chuvas no més de coleta ou no més que a antedadesetembro de 2001, por exemplo,
foram registrados, no Recife, 106,3 mm de chuvd @miias, concentrados nos primeiros dias
do més, e em margo de 2002, 409,8 mm de chuva edim@5Figura 8). Na estacdo seca o
IPO variou, entre bairros, de 31,2% a 94,4% e naata de 28,6% a 85,0%. Dos 18 bairros
investigados, 15 apresentaram IPO superior a 48,080 menos 7 destes IPQ0%< 95%,

nos periodos avaliados (Tabela 3).
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Em Jaboatdo dos Guararapes, onde a avaliacdo w@nreoutubro de 2002 e de 2003,
més compreendido no periodo seco de cada ano &8&urfoi observado um aumento de
10% no total de imoveis infestados padesspp de um ano para o outro, e da mesma forma,
uma grande variacdo do IPO: 15,6% a 87,5% em 2Q2 # %6 a 75% em 2003. Em 2002,
trés dos seis bairros apresentavam IPO acima deed4@pénas um deles IPO = 87,5%. Esta

propor¢gdo aumentou em 2003, e cinco dos seis bamesentaram IP©50% (Tabela 4).

Segundo informacdes geradas pela pesquisa la(g8aEMA DE INFORMACAO DO
PROGRAMA DE FEBRE AMARELA E DENGUE, 2008) o IP pata aegyptinos bairros
do Recife variou de 0,67% a 9,24% em outubro/2004 @ a 100% em abril/2002, sendo este
altimo valor extremo registrado nos bairros de Afdgs e Dois Irméos (Tabela 3). Paa
albopictus as variacbes foram de 0 a 2,78% (2001) e 0 a 0,88®2). Nos bairros de
Jaboatdo dos Guararapes, em outubro de 2002, o va¢ao de IP pard. aegyptifoi 1,46%

e paraA. albopictusde 0,25%. Informacdes sobre o IP em 2003 néo fatigponibilizadas
SISTEMA DE INFORMACAO DO PROGRAMA DE FEBRE AMARELA DENGUE,
2003).

Intensidade de infestacdo das &areas por Aexpgs - No Recife, mais de 45.000 ovos de
Aedesspp. foram coletados em 166 ovitrampas, duranés demanas (Tabela 3), gerando
uma média global de 135 ovos/armadilha/semana. idrrmadeles (54,5%) foi coletada na
estacdo de chuvas (abril). O numero de bairros dmnsidade maior do que 100
ovos/ovitrampa aumentou de oito para 12, entreboofR001 e abril/2002 (Tabela 3). A
densidade de ovos nos bairros do Recife foi quasenp® superior a 67
ovos/ovitrampa/semana na estacdo seca e, no perdedochuvas, superior a 90
ovos/ovitrampa, (Tabela 3). Seis dos 10 bairrosaguesentaram as densidades mais elevadas
na estacédo seca permaneceram desta forma na ed¢achovas. O IDO duplicou em outros
sete bairros na estacdo chuvosa (Tabela 3). A maitastes bairros estd localizada no
subdrbio e tém em comum a presenca de grandesntamjhabitacionais, populacdo de
média a baixa renda, atividade comercial intensesgmca de cemitério, como em Casa
Amarela e Santo Amaro, e, principalmente, proximéa matas residuais, como nos bairros
de Dois Unidos, Ibura e Dois Irméaos, (PERNAMBUCO BB Z, 2008).

As coletas de ovos realizadas em outubro de 20@2 €003 em Jaboatdo dos

Guararapes revelaram valores de IDO estatisticamaenores no 2° ano (p >0,000), com
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uma redugcao no valor global de 104 para 44 ovdsémwpa/semana (Tabela 4). Esta
diminuicdo na densidade vetorial foi registradatedos os bairros investigados. Nos dois
anos consecutivos o0 maior IDO foi observado em [Gava (226 e 107
ovos/ovitrampa/semana), bairro com imdveis de usdgminantemente comercial, e grande
fluxo populacional. Em 2002, 35,7% das ovitrampastpyas coletaram menos de 50 ovos do
mosquito/semana, este percentual subiu para 4382063 (Figura 9).

A analise mostrou que na maioria das vezes namtialacdo significativa entre o
IPO e o0 IDO ou do IPO e do numero médio de ovos,monicipios estudados, exceto em
Jaboatdo dos Guararapes, em 2002 (r = -0.9478,.@04) (Figural0).

4.2.2.2 Abundancia e freqliéncia relativa de espadeeAedes

As Unicas espécies encontradas nas amostras otesiidas ovitrampas instaladas
nos dois municipios foramA. aegypti e A. albopictus A. aegypti correspondeu a
aproximadamente 60% dos ovos coletados em Reoi$edois momentos de avaliagdo, e em
Jaboatdo dos Guararapes em 2003albopictusfoi detectado em nove dos 18 bairros do
Recife, sendo sua presenca mais expressiva em Do&os e Dois Unidos, onde
correspondeu a mais de 90% e 60% dos individuagtifidados, respectivamente. Nas
demais localidades, a frequéncia relativa destéogsfoi baixa, variando de 0,3% a 22,0%
dos individuos identificados (Tabela 3).

Em Jaboatdo dos Guararapes, a coexisténcia dasessf@ observada em todos os
bairros e aproximadamente 30% das ovitrampas faralmnizadas simultaneamente por
ambas. Neste municipié. albopictusfoi a espécie predominante em 2002, 55,4% das 4.443
larvas identificadas (Tabela 4). No ano seguintea#r frequéncia (65,3%) foi de aegypti
A comparacado entre as espécies nos locais estudageu queA. albopictusocorreu com
maior freqiiéncia e abundéancia nos bairros com tateevegetal abundante (p = 0,024) ao
contrario deA. aegyptique esteve mais presente nas areas com cobedgetal escassa
(Tabela 4.). Em alguns bairros, como Cavaleiro echk Freire,A. aegyptifoi a espécie

predominante tanto em 2002 quanto em 2003 (Tabela 4
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Ovos dePsychodaspp. (Diptera: Psychodidae), conhecido como mdsebanheiro, e
de Culex quinquefasciaturam eventualmente encontrados nas armadilhasiumicipios

estudados.

4.2.2.3 Viabilidade dos ovos coletados em campo

Do total de ovos coletado em Jaboatdo dos Guasaeggeximadamente 70% deles foram
considerados viadveis nos dois anos de avaliagdde Ppgrcentual estd composto
principalmente por ovos integros trazidos paralbmri@orio, onde ocorreu a eclosdo das
larvas apos a sua submersdo em infusdo de gramteag003 o percentual de ecloséo
(32,0%) das larvas ocorrido nas armadilhas, aimdecampo, foi significativamente maior
(p=0,001) do que o de 2002 (14,1%).



Tabela 3. Niveis de infestacdo pdéredesspp. em bairros do municipio de Recife-PE, com Inaspesquisa larvaria e na coleta de ovos atrayé@smdadilhas de oviposicéo,
instaladas em domicilios durante um ciclo de 5&g, em outubro de 2001 (estagdo seca) e alD@2 (estacdo chuvosa).

Indice de Infestacdo
Predial (%)*

N° de imbveis com Identificacdo das espéciés
Aedes Aedes ovitrampas Total de ovos IPO? (%) IDO* freqiiéncia (%)
aegypti Albopictus (% positivos) Seca Chuvosa  Seca Chuvosa

Bairro Out/ Abr/ Out/ Abr/ Out/ Abr/ Out/ Abr/ Ne° larvas Aedes Aedes

2001 2002 2001 2002 2001 2002 2001 2002 2001 2002 2001 2002 analisadas aegypti  albopictus
Sancho 2,94 - 0,37 - 10 (100) 10 (80,0) 2.401 3.366 85,0 85,0 141,2 139,5 207 100 0
Afogados 6,17 0 0,26 0 10 (100) 10 (100) 2.333 2.532 75,0 75,0 155,5 224.,4 999 91,6 8,4
Encruzilhada 3,14 297 0 0,85 10 (80,0) 10 (90,0) 2.045 2.372 80,0 40,0 127,8 169,5 304 100 0
Torre 6,09 - 0,14 - 08 (75,0) 08 (90,0) 1.842 1.731 62,5 75,0 184,2 211,0 1.042 92,1 7,9
Boa Vista 2,49 1,04 0,08 0,12 08(87,5) 08 (80,0) 1.675 1.633 68,7 37,5 152,2 133,5 413 100 0
Varzed 1,94 - 0,90 - 10 (100) 10 (70,0) 1.302 1.459 94,4 28,6 76,6 90,6 468 79,5 20,5
Campo Grande 0,67 2,81 0 0,21 10 (90,0) 10 (87,5) 1.082 1.443 80,0 55,0 67,6 132,6 NV NV NV
llha do Leite 5,00 - 0 - 08 (62,5) 08 (80,0) 1.032 1.390 56,3 50,0 1147 166,7 930 90,2 9,8
llha do Retiro 9,24 - 0 - 08 (62,5) 08 (50,0) 893 1.356 43,8 65,2 127,6 1443 165 100 0
San Martin 7,16 3,57 0,36 0 10 (77,8) 10 (62,5) 830 1.334 55,5 50,0 83,0 108,9 NV NV NV
Imbiribeira - 0,37 - 0 10 (80,0) 10 (50,0) 828 1.266 75,0 75,0 55,2 158,2 634 99,7 0,3
Casa Amarela 2,13 - 0,79 - 10 (88,9) 10 (50,0) 747 1.054 61,1 40,0 67,9 131,7 131 100 0
Recife 4,61 - 0 - 06 (33,3) 06 (37,5) 729 801 33,3 31,3 182,3 94,0 228 100 0
Cordeiro 4,62 - 0,47 - 10 (87,5) 10 (70,0) 726 776 50,0 45,0 90,6 49,3 243 78,2 21,8
Dois Unido$ 0,76 190 0,08 0,62 10 (100) 10 (80,0) 718 653 85,0 70,0 42,2 99,3 304 38,1 61,9
lbure® 593 0,94 0,554 0 10 (100) 10 (54,5) 695 544 80,0 70,0 43,4 123,6 705 94,3 57
Santo Amaro 3,37 157 0,31 0 08 (37,5) 08 (66,7) 401 470 31,2 50,0 80,2 158,2 NV NV NV
Dois Irm&o3 6,71 100 2,78 0 10 (75,0) 10 (60,0) 275 444 56,3 70,0 30,5 99,3 227 06,6 93,4
Total 166 (63,2) 166 (57,0) 20.554 24.624 774 57,2 97,8 129,6 7.131 88,1 11,9

! Dados estimado pela pesquisa larvérizercentual de iméveis com ovitrampas positiv#30 = indice de Positividade de Ovitramp4B0= indice de Densidade de Ovos; NV: néo veriftadairro com
importante cobertura vegetainalise relativa ao ano de 2002. — signifca infaréitan&o disponibilizada; 0 = auséncia da espéaieoseuito.
Fonte: Sistema de Informacdo do Programa de CendieoFebre Amarela e Dengue (2008), RECIFE, (2008).
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Tabela 4 Niveis de infestacdo pdredesspp. em bairros do municipio de Jaboatdo dos Games+PE, com base na pesquisa larvéria e na caet&os através de
armadilhas de oviposicao, instaladas em domiaflizante um ciclo de 5 a 7 dias, em outubro de 200203.

Espécies Identificadas (%)

N° de imdveis com N° larvas Aedes Aedes
indice de Infestacéo ovitrampa Total de IPO? (%) IDO* analisadas aegypti albopictus
Predial (%)* (% positivos)? ovos

Bairros 2002

Aedes Aedes 2002 2003 2002 2003 2002 2003 2002 2003 Veg’ 2002 2003 2002 2003 2002 2003

aegypti albopictus
Sucupira 1,46 0,20 20 (75,0) 20 (75,0) 2.032 759 550 71,8 135,5 50,6 +++ 1.076 182 22,0 27,0 780 73,0
Zumbi do Pacheco 0,57 0,21 08 (100) 08 (87,5) 8.66 637 875 750 2335 91,0 +++ 1.186 450 29,0 63,1 71,0 36,9
Cavaleiro 1,41 0,25 16 (43,7) 16 (87,5) 1586 350 31,2 68,7 226,6 107,3 + 964 971 84,0 855 16,0 145
Muribeca 0,10 0 16 (31,2) 16 (25,0) 951 540 31,2 18,7 170,0 75,5 ++ 597 270 450 68,6 550 314
Engenho Velho 0,47 0,18 08 (75,0) 08 (75,0) 865 272 56,2 50,0 1442 38,0 ++ 551 390 61,0 156 39,0 844
Marcos Freire 0 0 16 (25,0) 16 (68,7) 180 266 15,6 56,2 45,0 24,2 ++ 69 199 75,4 60,0 24,6 40,0
Total 84 (56,2) 84 (68,0) 7.282 3.932 42,2 53,2 104,0 442 4443 2.233 446 653 554 347

I Dados estimado pela pesquisa larvarizercentual de iméveis com ovitrampas positiv#30 = indice de Positividade de OvitrampaB0= indice de Densidade de Ovdsifvel de cobertura

vegetal :+ escassa, ++ intermediaria e +++ abundante. B
Fonte: Sistema de Informacdo do Programa de CendieoFebre Amarela e Dengue, (2008), JABOATAO DQRRBARAPES, (2008).
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(2008).
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4.3 Estudo II: Distribuicdo espaco-temporal deAedes spp. no bairro do Engenho do
Meio, Recife-PE

4.3.1 Procedimentos Metodoldgicos

4.3.1.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado no Engenho do Meio, ws 684 bairros do Recife,
localizado na zona oeste do municipio, com areéj&&knt e densidade de 11.865 hab/Km
Este bairro foi selecionado com base nos paramdassritos por Guimaraes (1998) que o
caracteriza como sendo de baixo risco para a tiae8mde doencgas veiculadas por vetores,
como a dengue, e de média a elevada qualidadedde appesar da existéncia de pequenas
favelas em areas periféricas do bairro. Este espdogmo apresenta baixa cobertura vegetal,
representada, sobretudo por pequenas pracas eoterbaldios, estd predominantemente
ocupado por iméveis do tipo casa com quintal eifgred poucos prédios, com até trés
pavimentos. Dados da vigilancia entomoldgica indicpie este bairro apresentava valores de
IP paraA. aegyptiacima de 5,9% em 2001 e 2002 (SISTEMA DE INFORMALRO
PROGRAMA DE CONTROLE DE FEBRE AMARELA E DENGUE, 280

4.3.1.2 Inquérito entomoldgico preliminar

Uma investigacao preliminar foi realizada para emehn o nivel de infestacéo local,
identificar as espécies deedespresentes e definir a 4rea de avaliacdo. Para, tana
ovitrampa foi instalada em cada um dos 101 quéasgsiexistentes, por um periodo de sete
dias. Em seguida, foram selecionados os quartectgs armadilhas coletaram mais de
1.000 ovos, sorteado um deles e ampliada a areagdirdo os quatro quarteirdes contiguos.
Um total de 173 imoveis residenciais/casas commpisaimente a &rea de avaliacao.
Concomitante com a primeira instalacdo das ovitesmipi realizada uma pesquisa larvaria

nos imoveis selecionados, para estimar o indicenfstacdo predial (IP). O estudo foi
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realizado de outubro de 2001 a setembro de 20G#b<Dde temperatura e precipitacao para o

periodo foram obtidos junto ao INMET.

4.3.1.3 Monitoramento da infestacdo da area

O modelo da ovitrampa utilizado foi similar ao dé@scno item 1.1 (Figura 6A),
entretanto, a metodologia diferiu do estudo antamms seguintes aspectos: as armadilhas
receberam 500 ml de infusdo de gramineas, umampt foi instalada em um ponto fixo de
cada um dos 173 iméveis dos cinco quarteirbes, greenendo em campo durante os 12
meses de observacdo, pois 0 objetivo do estudeefdizar uma andlise longitudinal da
infestacdo. Palhetas, infusdo e biolarvicida (Btfam renovados a cada ciclo de 21 dias de

permanéncia em campo.

4.3.1.4 Posicionamento geografico das ovitrampas

Neste trabalho a unidade basica de andlise gecyfaf o lote (imovel), sendo este

a referéncia cartografica para a localizacao déasaowas. O mapa digital com a delimitacdo
dos lotes e dos quarteirbes foi construido no Aatb@ partir de um levantamento
planimétrico da area de estudo. Com o propdésit@rddisar espacialmente os dados das
ovitrampas, o arquivo digital (.dwg) foi convertidara “Shape File” (.shp) e, posteriormente,
importado pelo aplicativo geografico TerraView, tamente com informacdes sobre a
contagem de ovos (RECIFE, 2008). Para a analisciedioi realizada uma estratificacao da
guantidade de ovos coletados por cada ovitrampa/ciensiderando os seguintes intervalos:
0; 1 a100; 101 a 300; 301 a 500; 501 a 1000 e a@E0DO ovos.

4.3.1.5 Respostas de oviposicao

Para estimar o tempo requerido para que a ovitrdogsa reconhecida como sitio de

oviposicdo no ambiente e definir a duragdo do citdocoleta de ovos, as palhetas foram
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coletadas semanalmente nas trés primeiras semanastutlo (de 17 de outubro a 08 de
novembro de 2001).

4.3.1.6 Dados epidemioldgicos

Informacdes sobre os casos notificados de denguemenadores do bairro de
Engenho do Meio em 2002 foram obtidas do SINAN.

4.3.1.7 Analises estatisticas

Para a analise dos dados foram adotados os seguiritérios de exclusdo para a
amostra: -a) imoOveis cujos proprietarios se re@ma participar do estudo em seu inicio ou
em qualquer outro momento e -b) imoveis sem infgaa da ovitrampa por mais de trés
ciclos. O calculo para estimar a flutuacdo popolsai considerou o niumero médio de
ovos/ovitrampa/ciclo. Os resultados foram apresiEstatravés de tabelas ou graficos, a partir
do calculo de medidas descritivas como: média, ndimeénimo/maximo e desvio padrao.
Para testar a suposicédo de normalidade das variameolvidas no estudo aplicou-se o teste
de Shapiro Wilk. Para analise comparativa das weigaquantitativas foi utilizado o teste
Kruskal Wallis, quando comparados mais de dois@guem se tratando de um fator, e o teste
Mann Wiltney, quando encontrada significancia neuliado do Kruskal Wallis. Para a
analise comparativa entre as variaveis qualitaticdasaplicado o teste Qui-quadrado de
proporcdo e de tendéncia. As conclusdes foram tasnad nivel de significancia de 5% ou
1%. Os programas utilizados foram o Excel 2000,6802 o TerraView.

4.3.2 Resultados

Dos 173 imoveis selecionados, 46 foram eliminad®msacbrdo com os critérios de

exclusdo. A pesquisa larvaria realizada no momeatmstalacdo das ovitrampas demonstrou
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que 2,3% dos 127 imodveis investigados estavamiyosipara larvas/pupas do mosquito,
enquanto os dados das ovitrampas indicaramAqueegyptiesteve presente em 80,3% dos
imoveis. Apesar dos indices larvarios apontarenta@aréncia exclusiva dé. aegypti no

bairro, a analise de uma amostra de 2.001 ovosadole nas ovitrampas mostrou que 5,4%

deles era dé. albopictus

O Qui-quadrado de proporcdes e tendéncia mostrewagositividade das ovitrampas
aumentou significativamente (p= 0,0001) ao longs tl@&s semanas iniciais de coleta,
passando de 47,0% para 76,6%, atingindo 81,8%tmaalsemana. A comparacao entre 0s
percentuais, por outro lado, apontou que a diferexdcfoi estatisticamente significativa (p=
0,0001) entre a primeira e a segunda semana. &stttado, associado a questdes de cunho
operacional relativas aos momentos de troca ddsetaal em campo, foi suficiente para

definir que o ciclo de coleta deveria ter durac@@t dias.

Um total de 337.302 ovos foi coletado em 1.850 gtalh recolhidas em 15 ciclos, no
periodo de um ano (outubro/01 a setembro/02). Uendapacumulada de menos de 3% das
informacgdes oriundas das ovitrampas foi registramlaurso do estudo (Tabela 5). Na Figura
11 é possivel observar que a maioria das ovitramgatou de um até 300 ovos por ciclo.

Cada um dos imoveis investigados esteve positiva paos deAedesspp. em pelo
menos sete dos 15 ciclos de observacdo. Os qbdaddid, 65 e 69 diferiram estatisticamente
(p<0,0001) entre si quanto a intensidade da inféstae o 65, 66 e 67 apresentaram
intensidades similares (Figura 12). Apesar distoadrao de flutuacao temporal da populacéo
do mosquito foi semelhante nos cinco quarteirdes) pico de densidade de ovos ocorrendo
no 5° ciclo (Jan/2002), seguido de uma reducaorg@ssiya e significativa (p=0,0001) do
namero médio de ovos/ovitrampa do 9° ao 15° cidos) declinios mais acentuados no 9°
(abr-mai), 10° (maio-junho) e 11° ciclos (junhdipll, exceto para este ultimo ciclo nos
guarteirbes 64 e 67 (Tabela 5; Figuras 13,15 e 17).

A distribuicdo espaco-temporal da infestacdo egiéesentada nas figuras 14 a 18. Ao
longo do estudo, 106 imOveis estiveram negativaa padesspp., 40,6% dos quais, em
apenas um ciclo, 21,0% em dois ciclos, 16,0% eB) 8,2% em quatro ou cinco ciclos e
9,4% se apresentaram negativos em 6 a 9 ciclos.alg§mms quarteirdes, como o0 65 e 0 66,
mais de 75,0% dos imoveis estiveram negativos émrpenos um dos 15 ciclos de coleta de

ovos. O percentual de iméveis com ovitrampas neggmtvariou de 1,6% a 15,0% nos oito
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ciclos que ocorreram até meados de abril e de 8,4%0% nos sete ciclos restantes (Figura
14-18). Concomitantemente, neste ultimo periodoofmservada uma reducado significativa
(p=0,001) da densidade de ovos em todos os qusseitA analise espacial dos dados
mostrou que 0s imoveis negativos estao distribuadeatoriamente na area de estudo. Em
algumas ocasifes, observam-se imoveis negativagyaos a imoveis com elevada densidade
do mosquito (Figura 14, 15, 16, 17 e 18). Por olddo, 50 dos 127 imdQveis estiveram
positivos em 14 dos 15 ciclos de coleta e juntasesponderam a 202.281 ovos, oOu Seja,
60,0% do total coletado. Em 31 destes 50 imovaispwtrampas recolheram mais de 250
ovos no 1° ciclo de monitoramento e, na maioria dasos, um total superior a 4.300

ovos/imovel, durante a avaliacdo de 15 ciclos.

Uma tendéncia a agregacao foi observada entre @simmais infestados, visto que
62% deles situavam-se em apenas dois dos cinctegiias, o Qt 64 (38%) e o Qt 65 (24%).
Apesar das variagfes entre os quarteirdes, a &@maapeceu amplamente infestada desde
outubro de 2001 ate abril de 2002, como revelaimdises inferidos para o periodo (Tabela
5).

A variagdo pluviométrica na area ao longo do estadnos anos imediatamente
anterior e posterior mostra que nos meses de gaadavereiro de 2002 choveu bem mais do
gue nos mesmos meses dos outros anos (Figura @)nt@iro grande pico de chuvas foi
registrado em marco (409,0 mm), depois um decli@m marcado em abril (140,2 mm),
seguido de um aumento progressivo até o segundcepigunho (583,5 mm). Ao observar o
comportamento de distribuicdo das chuvas € pospemleber que estas se tornam mais
freqlientes de janeiro a julho de cada ano, podestdopadréo variar bastante ano a ano, nos

meses de janeiro e fevereiro. A temperatura méstidoo de 26,0 a 27,4 °C.

Em 2002 foram notificados, no bairro do Engenhdvigao, 151 casos de dengue, dos
quais 144 (95,4%) ocorreram de janeiro a mar¢o,maegeriodo em que foi registrada a
maior densidade vetorial na area, com média de53@@ys/ovitrampa/ciclo. Nos periodos
subsequentes observou-se uma reducéo brusca fecatgra (p=0,0001) tanto do numero de

casos quanto da densidade de vetores (Figura 19).



Aedes aegypf{Diptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MBIANTOS, MAAV. 76

800
700
600
E 500
£
£ 400 -
3
e 300 -
2
200
o A =
O T T T T -—\
1-100 101-300 301-500 501-1000 1001-5000
N2 total de ovos/ovitrampa

Figura 11— Frequéncia de ovitrampas positivas para ovo\eesspp. no bairro de Engenho do
Meio, no periodo outubro de 2001 a setembro de.2002
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no bairro do Engenho do Meio, Recife-PE, no perideloutubro de 2001 a setembro de 2002.
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Tabela 5- indices de infestacio pAedesspp. estimados a partir da coleta por ovitrampag2fimoéveis, localizados em cinco quarteirdesg8ydo bairro
de Engenho do Meio, Recife-PE, ao longo de 15 idocoleta (C1-C5) com duracdo de 21 dias, nogede outubro de 2001 a setembro de 2002.

Ciclos de coleta de ovos

Parametros 1° (out/nov) 2° (nov) 3°(dez) 4° (dez/jan) 5° (jan/fev) 6° (fev/mar) 7° (mar) 8° (abr) 9° (abr/mai) 10° (maifjun) 11° (jun) 12° (jul) 13° (jul/ago) 14°(ago/set) 15° (set)
Quarteirao-64
Ne ovitrampas 31 31 31 31 30 31 30 30 31 31 21 30 31 31 28
Total ovos 14.610 6.464 5.710 8.906 24.945 8.037 10.563 5.290 2.567 798.778 2.049 6.298 4.321 3.409
N° médio ovos/ovitrampa 456,6 202,0 178,438 278,3 804,7 251,2 340,742 170,6 80,2 9 24, 80,8 66,097 196,8 135,0 117,6
Desvio Padrédo 508,1 198,7 165,901 306,4 770,7 271,5 294,405 142,8 100,3 ,9 3¥39,565 78,2 300,8 170,6 171,1
IPO 93,7% 87,5% 93,7% 96,9% 96,8% 84,4% 100% 90,3% 84,4% 68,8% ,29%68 87,1% 96,9% 84,4% 93,3%
Quarteirao-bb
N° ovitrampas 27 27 27 26 26 27 27 27 26 27 26 26 27 27 27
Total ovos 7.790 7.925 4.058 5.770 15.513 6.906 5.792 4.865 1.448 1.044 639 1.959 2.833 3.632 1.754
N° médio ovos/ovitrampa 268,6 273,3 1449 213,7 574,6 238,1 199,724 167,759 51,7 36 2,8 2 69,9 97,7 125,2 60,5
Desvio Padrédo 247,3 2819 154,5 204,4 494,2 209,6 171,9 154,7 51,5 46,9 8 37, 80,5 112,7 1941 89,5
lLS’L%rtelrao o 93,1% 96,5%  93,0% 100% 100% 96,5% 100% 100% 78,6% 58,6% 64,386,0% 86,2% 69,0% 79,3%
Ne ovitrampas 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 18 21 20 19 20
Total ovos 5.199 5.143 7.210 6.073 10.301 6.803 5.310 3.602 840 1.401 259 956 2.508 1.327 1.300
N° médio ovos/ovitrampa 247.,6 2449 343,3 289,2 490,5 324,0 252.9 171,5 40,0 66,7 4 14, 455 125,4 69,8 65,0
Desvio Padrédo 226,5 2255 235,3 268,6 362,2 267,8 257,8 212,7 71,9 140,8 ,9 33 69,5 160,8 101,6 89,7
IPO 90,4% 85,7% 100% 90,5% 95,2% 95,2%  90,5% 85,7% 57,1% 57,1% ,6965 76,2% 90,0% 79,0% 80,0%
Quarteirao-67
Ne ovitrampas 15 15 15 15 15 15 15 14 15 15 13 15 14 15 14
Total ovos 4.029 4.032 4.139 2.545 12.507 6.699 3.425 1.215 487 354 1.333 551 615 717 544
N° médio ovos/ovitrampa 268,6 268,8 275,9 169,7 833,8 446,6 228,3 86,8 32,5 23,6 5102, 36,7 439 47,8 38,9
Desvio Padrao 198,2 224.,6 311,1 163,0 1150,7 533,9 344,6 88,6 49,7 38,0 ,0216 47,1 459 58,7 51,2
IQPO 5066 100% 86,7%  93,3% 93,3% 100% 100% 100% 78,6% 53,3% 60,0% 61,3%3,3% 85,7% 80,0% 71,4%
uarteirao-
Ne ovitrampas 29 29 29 28 28 29 29 27 28 29 22 27 29 29 27
Total ovos 7.315 4272 3.023 4.341 12.973 6.002 4.827 1.480 1.351 1.275 628 2.764 3.391 2.723 1.840
N° médio ovos/ovitrampa 243,8 142,4 100,8 149,7 447,3 200,1 160,9 52,9 46,6 425 27,398,7 116,9 93,9 65,7
Desvio Padrédo 499,3 200,3 115,6 156,6 382,6 180,0 225,2 84,7 80,4 67,6 66,166,2 176,0 135,3 106,3
IPO 86,7% 73,3%  80,0% 93,1% 100% 96,7%  90,0% 75,8% 65,5% 80,0% ,59%66 78,6% 86,2% 72,4% 67,8%
Area total
Ne ovitrampas 127 127 126 124 123 127 126 123 125 127 104 123 124 124 120
Total ovos 38.943 27.836 24.140 27.635 76.239 34.447 29.917 16.452 936.6 4.872 4.637 8.279 15.645 12.720 8.847
N° médio ovos/ovitrampa 306,6 219,2 191,6 222,9 619,8 271,2 237,4 133,8 53,5 384 6 44, 67,3 126,2 102,6 73,7
Desvio Padréo 3934 229,9 205 236,6 655,7 290 259,9 151,5 77,1 73,6 109,4 2,610 198,1 1514 116,6
IPO 92,1% 85,8% 91,3% 95,2% 98,4% 93,7%  96,0% 86,2% 70,4% 59,8%,5%  78,9% 89,5% 76,6% 78,3%
Perda de informagao (%) 0 0 0,8% 2,4% 3,1% 0 0,8% 2,4% 1,6% 0 18,1% 3,1% 2,4% 2,4% 4, 7%
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Figura 19 - Casos de dengue em habitantes do Engenho do Muificatdos no periodo de janeiro a
setembro de 2002 e densidade de ovosediesspp. no mesmo periodo.
Fonte: Secretaria de Saude do Estado de Pernarblingtofia de Vigilancia Epidemioldgica, 2007.

4.4 Discussao

Os indices de infestacdo estimados pela presengaaetidade de ovos coletados
indicaram uma ampla distribuicdo Ae aegyptie A. albopictusnos 18 bairros do Recife e 6 de
Jaboatdo dos Guararapes, de 2001 a 2003. Os indiqessitividade das armadilhas indicaram
maior disseminacdo da infestacdo nos bairros ddeRéc que em Jaboatdo. Na epidemia de
2002 a incidéncia da doenca foi bem maior em R&Rif@02 casos/100.000 hab.) do que em
Jaboatdo dos Guararapes (1.505 casos/100.000 (@ORDEIRO, 2008). Esta epidemia,
associada ao DENV3, foi considerada o evento demmaagnitude em Pernambuco e no pais,
com registros de cerca de 112.000 e 800.000 casodoednca, respectivamente (BRAGA,
VALLE, 2007a; CORDEIRO, 2008; MONTENEGR& al.,2006).
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A analise de dados epidemioldgicos e entomoldgittdairro Engenho do Meio, em
Recife, revelou, de fato, uma clara superposicé®@ enclevada densidade populacional do vetor
e o0 periodo de maior registro de casos da doewgmida de expressiva reducdo dos dois
parametros a partir de abril de 2002 (9° ciclo dketa de ovos). Segundo informacdes da
Secretaria Municipal de Saude, além do mutirddrdpdza realizado no bairro em mar¢o/2002,
houve uma importante mudanca nas acfes de coetrol@aio daguele ano, com a substituicdo
do temefds por larvicidas a base Bacillus thuringiensis israelensidti), apos deteccéo da
resisténcia aquele inseticida organofosforado malpgéo local dé\. aegypti Ainda que nosso
estudo ndo tenha pretendido mensurar o impactagisEes de controle sobre a populacéo alvo,
visto que ndo foram obtidas informagcdes sobre dcés em uma area sem intervencoes de
controle, nossos dados registraram uma reducadamigual acentuada apos a implementacao

destas acdes no bairro.

Diversos trabalhos referem que em periodos epia&nacforte mobilizacdo dos setores
publicos responsaveis pelo controle da dengue,pedtaia populagdo motivada pela divulgacéo
de casos, pode levar a uma redugdo do numero al#parbs reais e potenciais 8o aegypti
Contudo, as préticas/cuidados que garantiriam stadtéidade do controle pela eliminacdo dos
criadouros no ambiente domiciliar costumam ser ddaadas a medida que se percebe a
reducdo da intensidade de transmissdo da doenchlZ(LECOURA, 2004; SABROZA,
TOLEDO; OSANAI, 1992).

Em relagéo a distribuicdo espacial das espéciessodtados indicaram predominancia
deA. aegyptiem Recife em 2001 e 2002 e em Jaboatdo dos Gpesagen 2003. A ocorréncia e
abundancia relativa dA. albopictusnos dois municipios foi maior nos bairros com maio
cobertura vegetal, principalmente Dois Irmdos eufia. Coincidentemente, 0s primeiros
registros da presenca Aealbopictusforam nestes mesmos bairros, através da pesquigaida
na década de 1980. Investigacfes subseqienteanditi ovitrampas referem a ocorréncia desta
espécie em diversos bairros dos municipios citaldgstacam sua predominancia, em areas
silvestres e urbanas do bairro de Dois Irméos (AQREERQUE et al., 2000; REGISet al.,
2008). Estes autores acreditam que as condi¢cOeermaib encontradas nesta area favorecam a

manutencdo ddé. albopictuse sugerem que este bairro seria um dos pontossperdéao da
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espécie para outros espacos urbanos do Recife.séciagdo entréA. albopictuse densa
cobertura vegetal em areas urbanas, suburbanaai® tem sido referida no Brasil e em outros
paises (HAWLEY, 1988; LIMA-CAMARAet al.,2006; NAKAZAWA, 2006; SANTOSet al.,
2003; RIOS-VELAQUEZet al.,2007).

Embora ovos déedesspp tenham sido coletados nas ovitrampas instladaRecife
nos dois periodos estudados, a maior densidadds$ervada na estacdo chuvosa (abril), quando
a taxa de positividade das armadilhas foi inespenatite menor do que a da estacdo seca
(outubro). Observacdes similares relatadas em @stumbre variagbes sazonais de densidades de
A. aegyptj sugerem que o numero reduzido de criadouros wmig@is Nno ambiente durante a
estacdo seca pode potencializar a competitividadefi@éncia da armadilha (MICIELI;
CAMPOS, 2003; MOGIet al., 1988). E importante ressaltar que no estudo | @saowas
permaneceram em campo por no maximo sete diase @ dator tempo de permanéncia em
campo é certamente decisivo para revelar a vendadigiestacdo de uma éarea, como foi
observado em nosso estudo no bairro do Engenhoeitn ®utras experiéncias, baseadas no uso
continuo desta ferramenta ndo apontam a diminugd@opercentual de positividade de

ovitrampas na esta¢ao mais chuvosa (RE5ES.,2008).

A sazonalidade do crescimento populacionalAgelesspp. no Brasil tem levado ao
reconhecimento de dois padrées. O primeiro cujoesionpopulacional ocorre durante o veréo,
guando as chuvas séo intensas e esparsas, e asaemgs sao elevadas (GLASSER; GOMES,
2002; RIOZ-VELASQUESet al., 2006; SERPAet al., 2006; SOUZA-SANTOS, 1999) e o
segundo na estacdo de chuvas propriamente ditaegi®es onde ndo se registram quedas
significativas de temperatura durante o inverno NHEIRO; TADEI, 2002; RIOS-
VELASQUEZ et al.,2007). Os dados coletados no Recife neste estudogm concordar com
0 segundo padréo, visto que a densidade de ovesvalds em abril/2002 (estagdo de chuvas)
foi estatisticamente maior do que a de outubro/466tacao seca). Alguns autores tém chamado
a atencao para a importancia do periodo de transitfie as estacdes e seu papel na manutencéo
e aumento inicial do crescimento populacional, stdolo em areas onde os criadouros mais

freqUentes s&o reservatorios domésticos do tipel,taanque, caixa d'agua e outros, quase
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sempre presentes no ambiente domiciliar (FORATTBRITO, 2003; REGISet al., 2008;
RIOS-VELASQUEZet al.,2007).

A elevada viabilidade dos ovos dedesspp., observada em nosso estudo € similar
aguela descrita para populacdes Ale albopictusdo Recife e deA. aegyptida Paraiba
(BESERRA, et al., 2006; MONTEIRO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2007). Beserea al.
(2006) concluiram que em situacdes ambientais antiemperatura oscila de 21 °C a 30 °C,
ocorrem elevadas taxas de ecloséo larvaria, deeWwsede das fémeas, do numero de ovos
produzidos/fémea e do nimero de geracbes anu@ifiagle chegar a 24 geracdes. E importante
ressaltar que na grande maioria dos municipios cldste, inclusive Recife e Jaboatdo dos

Guararapes, as temperaturas usualmente mantérstadaiga.

Embora a forma mais frequente de monitoramentoAddes spp. por ovitrampas
preconize seu uso por no maximo sete dias congesuts resultados observados no bairro do
Engenho do Meio, através do monitoramento contgmopontos fixos, em ciclos de 21 dias,
durante 12 meses, mostraram que é possivel detegta@tamente, tanto as pequenas quanto as
grandes variagOes de densidades populaciondediesspp., permitindo o acompanhamento da
dindmica de flutuagcdes temporais de densidadesre®gsltados deste estudo longitudinal
mostram com clareza que cada imével é um casa@plarti em termos da presenca e abundancia
de Aedes Situacdes de auséncia do mosquito ou de suangeesan baixas ou em altas
densidades foram registradas em iméveis contiqamdendo permanecer neste mesmo status
por periodos que variaram de um a seis meses. dbservacdo sugere a importancia das
condicbes do micro-ambiente domiciliar em termosdgponibilidade de fontes de alimento
(hospedeiros) e de locais de oviposigéo, reforcaimbervacdes anteriores, de que a dispersao
ativa do vetor em areas densamente habitadas pepequena (HARRINGTOBL al.,2005).

Em estudos sobre a dispersdofdelesna Tailandia estesutores concluiram que mais de 70%
das fémeas tendem a permanecer no imével ondebsfiadas, e as demais se deslocam para
imoveis vizinhos localizados a menos de 100 m. Espatros trabalhos concordam que existe
uma forte associacdo entre a distribuicdo espdoglimoiveis e o padrao de dispersacAde
aegyptiem areas infestadas (GETéEal., 2003; TSUDAet al.,2001). Tun-linet al. (1995) e



Aedes aegyptDiptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... OISANTOS, M.AV. 88

Edman et al. (1998) sugerem que a dispersdo ativa desta esmstée inversamente
correlacionada com a disponibilidade de criadonmambiente.

Em Recife e Jaboatdo dos Guararapes, caixas d'tangues e tonéis, presentes na
maioria dos imoéveis dos bairros estudados, sdoctesizados como o0s criadouros mais
frequentes para formas jovens do mosquito (SISTEDEA INFORMACAO DE FEBRE
AMARELA E DENGUE, 2008). Observacdes similares téiho referidas para outras cidades
brasileiras como Rio de Janeiro, onde estes sabétanos criadouros mais produtivos em
qualquer estacdo do ano (MACIEL-DE-FREITAS al., 2007). E possivel que a presenca
constante destes criadouros na maioria dos imdésgs responsavel pela manutencédo da

infestacdo nas areas estudadas contribuindo gesarenéncia dA. aegyptino imovel.

Embora os ovos coletados nas armadilhas indiquenesenca de fémeas Aedesem
atividade reprodutiva, é dificil inferir, a partlia quantidade de ovos coletados, o nimero de
fémeas que depositou ovos na ovitrampa, 0 que fream@stimar a densidade de fémeas. Isto
tem sido considerado uma limitacdo desta ferraméR@CKS, 2003; SERVICE, 1993).
Técnicas moleculares tém sido propostas para esiimdiretamente, o nimero de fémeasAde
aegypti, pelo numero de familias identificadas a partir al@s coletados nas ovitrampas
(APOSTOLet al.,1994, OLIVEIRA, 2005). Uma alternativa mais simplesrém ainda em fase
de aperfeicoamento para a vigilancia e controlé& daegyptié o uso de ovitrampas dotadas de
substratos adesivos capazes de reter as fémeassgam a armadilha (FACCHINELLét al.,
2007; GAMAet al.,2007; RITCHIEet al.,2003).

Estudos a campo tém mostrado que alguns modelasrdalilhas para coleta de adultos
podem ser eficientes para a deteccdo de espéciésedies com vantagens relativas aos
processos de contagem e identificacdo dos adultosjparado a amostras de o0vos
(FACCHINELLI et al., 2007; RUSSELL; RITCHIE, 2004; WILLIAMSet al., 2006a;
WILLIAMS, et al.,2006Db).

Nossos resultados se somam a outros que evideacsamplicidade e superioridade das

ovitrampas sobre os métodos atualmente empregaaas o monitoramento de espécies de
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Aedes ressaltando a capacidade que estas armadilhasdéémliferenciar areas quanto a
intensidade de infestacdo e indicar, precocemante/eis com elevada densidade do mosquito,
considerados sitios-chave para a manutencdo dstagd® (ACIOLI, 2007; BRAGAet al.,
2000; MACIEL-DE-FREITAS et al.,, 2007; MORATO et al.,, 2005; ROMERO-VIVAS;
FALCONAR, 2005; TUN-LIN, 1995). Os resultados dsstestudos indicam a necessidade
urgente de substituir a pesquisa larvaria, empeegadmnaioria dos programas de controléde
aegypti, inclusive no PNCD, por outros métodos que sejars re@nsiveis e que produzam
informacdes quantitativas mais substanciais sabpopulacdes do vetor, como a coleta de ovos,
para ampliar a competéncia em vigilancia entomo#gi
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5 ESTRATEGIAS PARA O CONTROLE POPULACIONAL DE Aedes aegypti

5.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de novas estratégias para otrole integrado deAedesspp. em

ambientes urbanos.

5.1.1 Objetivos especificos

v Avaliar sob condi¢cdes simuladas de campo a efi@éde um diferentes formas de
apresentacao de um produto a basBai®llus thuringiensis israelens(8ti), para controle

deA. aegypti,

v' Conhecer o potencial de reciclagem do Bti em criea®deA. aegypti

v Construir e testar em espacos urbanos com casditiesi s6cio-ambientais distintas, nos
municipios de Moreno e Recife, estratégias parantrale populacional de vetores, com
base no uso integrado de larvicidas a base de Bbtleta massiva de ovos através de

armadilhas;
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5.2 Estudo IlI: Avaliagdo de diferentes apresenta@s de um produto a base dBacillus
thuringiensisisraelensis (Bti) em testes sob condi¢des simuladas de campo

5.2.1 Procedimentos Metodoldgicos

Um produto experimental a base Bacillus thuringiensis israelensi@Bti), cepa
IPS82, foi avaliado neste estudo quanto a suaitlade para larvas déedes aegyptiem
diferentes fases de sua producgédo, e quanto ancfeuée fatores bidticos e abidticos sobre a
atividade larvicida residual de duas formulacdesnétodologia do Teste sob Condicdes de
Campo Simulado (TCS) seguiu os procedimentos des@m Araujcet al.(2007) (Apendice
B).

5.2.1.1 Produto experimental analisado

Amostras de p6 priméario (PP), p6 técnico (PT) emdmidos (C) contendo 15% de
ingrediente ativo (IA), provenientes de diferentetes de producéo do Antilary foram
disponibilizados pela Biotecnoldgica Industria ar@ocio Ltda (BIOTICOM) para avaliacao
neste estudo. O biolarvicida foi produzido por femtacdo por imersdo descontinua. A
cultura foi produzida em um fermentador do tipotadpr e a biomassa bacteriana foi
recuperada usando a técnica de floculacio/sedig@entgpara obter o IA, composto por
esporos e cristas protéicos (LUNA; LOPES; MASSARARDO03). O caldo fermentado
produzido foi centrifugado e seco a 35°C para obtgpd primario (PP). Ingredientes
adjuvantes foram posteriormente adicionados ao &8 qbter o pd técnico (PT), que foi
utilizado sob esta forma, ou, em comprimidos der®8§0Este procedimento foi repetido para

produzir 10 lotes do produto.

5.2.1.2 Mosquito-alvo
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As larvas de 1° (L1) ou 4° estadio (L4) Aleaegyptiutilizadas neste trabalho foram
provenientes da colbnia Recife-Laboratério (Recljpantida no Insetario do
CPgAM/FIOCRUZ desde 1996. As condicdes gerais deuteacao foram: 26 2 °C, UR de
65% a 85%, fotoperiodo 12/12 (Claro/Escuro), seatimentadas com racdo para gatos

(Whiska®®) esterilizada e macerada.

5.2.1.3 Bioensaios de laboratério

O PP e o PT dos diferentes lotes foram avaliadastqua sua atividade toxica através
de bioensaios vivo contra L4. O bioensaio foi realizado de acordo @oprotocolo padréo
para avaliagdo de preparacdes de Bti (DE BARJACRGAT-THIERY, 1984). Grupos
homogéneos de 20 L4 em recipientes com 100 ml da dgstilada foram expostos a sete
diferentes concentracbes do produto em triplicata, um periodo de 24 h. Trés grupos
permaneceram néo tratados e serviram como comtooteste. As concentracoes letais para
50% (Clsg) e 90% (Clgo) das larvas foram estimadas por regresséao lihaguprobit, pelo
programa estatistico SPSS 8.0 para Windows (1997as modalidades de ensaio foram
realizadas neste estudo, a primeira, consistiurdbiaensaio exploratorio realizado com o PT
de todos os lotes e a segunda, trés bioensaidzsadd com trés lotes selecionados com base
em diferentes niveis de atividade tdéxica. AsElmédia serviu como parametro para
determinar a poténcia do produto experimental,esqa em Unidades Toxicas Internacionais
(UTIl/mg), comparada ao liofilizado padréo IPS82mkiituto Pasteur. A Analise Exploratoéria
de Dados foi utilizada para verificar diferencagres lotes de producéo, considerando um

intervalo de confianca de 95%.

5.2.1.4 Inativacdo dos esporos por radiacdo gama

Cinco amostras de 2 g do p6 técnico, lote 10 reaeb®s seguintes tratamentos: 0
(amostra controle), 16, 18; 20 e 30 Kilogray (KGlg radiacdo gama, por um periodo
méximo de 7,5 horas. Como fonte de emissao destelé radiacdo foi utilizada a bomba de
cobalto 60, no irradiador NordionGammacell 220, ldstituto de Pesquisas Energéticas e
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Nucleares (IPEN). Para verificar o efeito das éiées doses de radiagao sobre a viabilidade
dos esporos, duas aliquotas de ib@e uma suspensdo 100 mg/ml de cada amostraaidadi
foram plagueadas em meio agar nutritivo (AN). Ascpk foram incubadas a 30°C, por 24
horas, de acordo com procedimento descrito por @g@002). A viabilidade microbiolbgica
destas amostras foi verificada pelo crescimentdebano, expresso em UFC/ml, e sua
relacdo com a radiacdo foi analisada por regrels@ar (Software R, versédo 2.1.1). Este
procedimento permitiu selecionar a amostra com mp@acentual de inativagéo de esporos e
menor perda de atividade toxica, em relacdo a aenoéb irradiada, que foi posteriormente

utilizada nos teste em campo simulado.

5.2.1.5 Testes sob condi¢des simuladas de cam@®) (TC

Amostras de PT, PT-irradiado (PTI) e de comprimidestrés lotes foram avaliadas
sob condi¢gBes simuladas de campo de acordo contaloiegia descrita por Aradjet al.
(2007). Estes testes foram realizados para compéeaentes lotes e diferentes formas de
apresentacdo do produto (pé técnico e comprimidognto a atividade larvicida. As
seguintes concentracdes foram avaliadas: 250 mgddéécnico/50 L de agua e um
comprimido de 250 mg/50 L de &gua bruta (de pa@s)experimentos foram realizados em
recipientes plasticos transparentes (56,4 cm x @8,% 37,1 cm), preenchidos com 50 litros
de agua de poco, localizados em uma area cobé&tm?9 protegida da chuva (Figura 20).
Para cada tratamento foram utilizadas trés répliafanm dos controles ndo tratados. A
temperatura e o pH da agua foram verificados ®é&ss/semana.

O acompanhamento da atividade larvicida em TC%eftm segundo dois parametros:
a) eficacia inicial, estimada pela mortalidade dhnas primeiras 48 horas apés a aplicacédo do
produto, utilizando 50 L4 jovens/recipiente; b)gisti€ncia, definida como o periodo em dias
durante o qual a mortalidade ti80%, estimada pelo nUmero de pupas vivas, recigera
apos a introducdo semanal ou mensal, de grupo® del/secipiente. O procedimento foi
repetido durante 180 dias. Os resultados obtidos experimentos foram analisados
comparativamente pelo teste ndo paramétrico de Mé&miney para duas amostras, ao nivel
de significancia de 5%, utilizando o programa éstiab SPSS versdo 8.0 para Windows
(1997). Todos os testes realizados com o prodtdio eescritos no Quadro 1.
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5.2.1.6 Avaliacdo dos efeitos de varidveis bidtieaabidticas sobre a atividade larvicida

residual

5.2.1.6.1 Variaveis abidticas

A atividade larvicida residual do produto foi asala sob as seguintes condi¢cdes: a)
exposicdo a luz solar ou ao abrigo desta (sombra) eenovagdo ou ndo de agua, com
reposicdo de 20% ou 60% do volume, trés vezes pmrasa (Quadro 1). Este ultimo
procedimento teve o intuito de simular a renovad@@gua pelo consumo domeéstico, sendo
retirada por torneiras e reposta através de urensisstde mangueiras, como descrito em
Araujoet al.(2007) (Quadro 1).

5.2.1.6.2 Densidade larval

Recipientes tratados com o produto e sem renov@ea@gua foram colonizados com
grupos de 50 L1 com frequéncia semanal e mensed, @aaliar o efeito de diferentes

densidades populacionais sobre a persisténciacdinfore a reciclagem bacteriana.

5.2.1.6.3 Reciclagem bacteriana

Recipientes tratados com PT ou PTI foram colonigadmanalmente com 50 L1 para
acompanhar o efeito da presenca de esporos datBtg ou inativos) sobre a performance
do produto. A verificacdo do crescimento bacterinastes recipientes se deu pela contagem
periddica de unidades formadoras de colonia (UFEAnmgamostras retiradas dos recipientes
tratados. Amostras de 5 ml de agua foram coletadas3 pontos distintos no fundo dos
recipientes, com 24 horas, 7 dias e a cada 30apids a aplicacdo de Bti. As amostras, apos
choque térmico(80°C/12 min e /0°C/5 min), usado para eliminar célulagetativas e

bactérias nao esporulantes da suspensdao, foranmesdama diluicdo seriada. Aliquotas de 5
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ul das suspensées 10,10.0% ou 10° foram semeadas em cinco pontos em placas de Petri
contendo meio nutritivo agar e incubadas em estf&C por 18 a 20 h. As colbnias de Bi
foram contadas (UFC/ml) e os resultados analisadtetisticamente através do Programa
DIFMED. Os valores médios de UFC/ml obtidos nogmifites momentos de coleta foram

comparados pelo Teste t-Student com nivel de 58%tgaéicancia.

Figura 20- Recipientes plasticos usados para avaliar prodexperimentais a base dacillus
thuringiensis israelensjem testes sob condi¢des simuladas de campo.

Nota: (A) recipientes colocados a sombra, (B) lieaifgs expostos ao sol e o sistema de renovagéo da
agua, usando mangueiras e torneiras.

Fonte Araujoet al(2007).

5.2.1.7 Determinagéo de estabilidade do produto

A estabilidade do produto em termos de tempo deelpiea foi investigada a
intervalos de trés meses por um periodo de dois. @omprimidos dos lotes 1 e 2 foram
armazenados em oito embalagens individuais conteb@ounidades cada e foram
acondicionados em local seco, protegido da luz, teonperatura variando de 25 °C a 27 °C e
umidade relativa de 60,0% a 80,0%. Trés de cadaodprimidos das diferentes embalagens
foram retirados para a avaliagio da eficacia dé&r@erem TCS, utilizando grupos de 50 L4,
com registro de mortalidade apés 48 h de exposigdaempos acima referidos e avaliados
guanto a sua eficacia inicial contra L4 em teste$.TOs PT dos lotes 1 e 2 também foram
avaliados por bioensaio no inicio e no fim do pagoide estudo para verificar possiveis perdas

de atividade toxica.
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Figura 21- Embalagens do Antilarv®, produto experimental aebae Bacillus thuringiensis
israelensigBti), apresentado sob a forma de comprimidosestbalagens individualizadas.
Fonte: Aradjcet al(2007).



Condicdes Total de
Grupos Formulacdes experimentais Periodo de avaliagcédo Renovagédo de volume larvas
Lote 1 P técnico Sol Fevereiro — Maio/2005 20% 50.6
Sombra Fevereiro — Agosto/2005 0% e 20% 7.20
Comprimidé Sol Fevereiro — Maio/2005 20% 1.650
Sombra Fevereiro — Agosto/2005 0%, 20% e 60% 10.8
Controle Sol Fevereiro — Maio/05 20% 1.650
Sombra Fevereiro — Agosto/05 0%, 20% e B0% 3.600
Lote 10 P técnico Sol Setembro-Outubro/05 20% 600
Novembro/05-Mar¢o/06 20% 2.550
Sombra Setembro/05 — Margo/06 0% 3.600
Pé técnico irradiado Sombra Setembro/05 — Margo/06 0% 3.600
Comprimido Sol Setembro-Outubro /05 20% 600
Novembro/05-Marco /06 20% 2.550
Sombra Setembro/05- Margo/06 20% 3.600
Lote 5 Comprimido Sombra Setembro/05- Mar¢o/06 20% 3.60
Controle Sol Setembro-Outubro /05 20% 600
Novembro/05-Marco /06 20% 2.550
Sombra Setembro/05- Margo/06 20% 3.600

Quadro 1- Descricao dos Testes sob Condi¢Bes Simuladas dpdC@r@S) da atividade toxica do produto experime/tatilarv®, a base d8acillus

thuringiensis israelensigpara larvas déedes aegyptiinhagemRecL.
4Comprimido contendo 15% de ingrediente ativo.
Fonte:Modificado de Aradujet al. (2007).
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5.2.2 Resultados

5.2.2.1 Avaliacdo da toxicidade e da concentragd@sboros viaveis

A Tabela 6 resume os valores desg Clgy das 10 amostras de p6 técnico analisadas

neste estudo.

Tabela 6- Atividade toxica de amostras de diferentes lotespdotécnico-Antilarv®, produto
experimental & base @=acillus thuringiensis israelensisstimada através de bioensaios contra larvas
de £ estadio dé\edes aegyptecife-Lab. Em média 480 larvas foram utilizadasocada teste.

CLso” (mg/L) CLgo ° (mg/L)
Lote-P6 Técnico Valor p* (IC 95%) (IC 95%)
01 0,621 0,144 0,204
(0,133 - 0,154) (0,191 - 0,222)
07 0,631 0,155 0,237
(0,146 - 0,166) (0,219 - 0,263)
09 0,330 0,203 0,372
(0,184 - 0,222) (0,340 - 0,416)
08 0,469 0,233 0,387
(0,214 - 0,254) (0,356 - 0,427)
10 0,961 0,237 0,436
(0,213 - 0,265) (0,388 - 0,506)
06 0,530 0,246 0,415
(0,221 - 0,273) (0,377 - 0,465)
02 0,722 0,254 0,419
(0,231 - 0,279) (0,381 - 0,469)
05 0,839 0,437 0,786
(0,390 - 0,497) (0,694 - 0,919)
04 0,647 0,439 0,799
(0,396 - 0,485) (0,728 - 0,893)
03 > 1,2

P = probabilidade para um nivel de 5% de signifiA CLs,= Concentracéo letal para 50% das
larvas.

¥CLgo= Concentracdo letal para 90% das lar¥aste desconsiderado para efeito de avaliacdo, por
apresentar baixa atividade.

Fonte: Aradjcet al.(2007).
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Diferencas quanto a toxicidade entre os lotes ddyméo levaram ao reconhecimento
dos seguintes niveis, em funcdo dos valores dg €Lseus respectivos intervalos de
confianca: 1) 0,133 a 0,166 mg/L 2) 0,184 a 0,2¢Lm3) 0,390 a 0,497 mg/L e 4) >1,2
mg/L. A atividade observada para o po técnico de B mostrou ser muito inferior a dos

demais lotes, sendo portanto excluida das andlisgesqientes (Figura 22A).

Uma LG média de 0,26 £ 0,10 mg/L foi estabelecida papaocdluto e sua poténcia,
com base na Gk do IPS82 (0,013 mg/L), foi de 750 UTI/mg. Os lofes 7 mostraram as
melhores atividades larvicidas e os lotes 4 e\Bdaiile ligeiramente menor do que a média
(Figura 22B). A viabilidade microbiolégica do p&méco (PT) dos lotes 1, 5 e 10 foi similar,
embora seus valores de {4 Cdiferissem em até 3,7 vezes (Tabela 7). Comprimido
produzidos com o PT dos lotes 1, 5 e 10 foram aslai em Testes sob Condi¢des Simuladas
de Campo (TCS) para detectar possiveis alteragbpsnformance em funcéo das diferencas
de toxicidade.

1,40 4

——e—— CL50

0,45
0,40 -
0,35 1.
0,30
0,25 -
0,20 {
0,15
0,10
0,05
1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 0,00 ! T ! T

Lote 1 2 4 5 8 7 8 9 10

Lote
Figura 22- Valores de Ck, dos poés técnicos de um produto experimental a basBacillus

thuringiensis israelensjsem diferentes lotes de produc¢do, mensurado p&nbaio com larvas de
Aedes aegyptiA) Incluindo todos os lotes. B) Excluindo o |28, que foi considerado um valor
extremo acima do limite superior do teste “outlier”

Fonte: Aradjcet al.(2007).
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--------- Limite Inferio
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5.2.2 2 Desempenho do produto sob condi¢des siasilde campo

No TCS a eficacia inicial para ambos PT e C prameis do lote 1 foi de 100%, e dos
lotes 5 e 10 de 98,0%. A mortalidade no recipieotdrole variou de 0 a 16,0%.
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A persisténcia da atividade larvicida do PT e Creaipientes protegidos da radiacéo
solar (a sombra) foi de 180 dias, eliminando taamasarvas, apds um dnico tratamento. Ao
final deste periodo, um grupo de 50 L4 foi adicaima cada recipiente para verificar se o
produto ainda apresentava atividade toxica sufieigrara eliminar larvas em estagio mais
avancado de desenvolvimento, e o resultado foi eroeptual de 99,1% de mortalidade. A
atividade larvicida do lote 1 permaneceu inalterdidate da renovacdo semanal de até 60%
do volume de agua dos recipientes-teste, demounstrgme ambos PT e C eliminaram todas

as larvas durante o periodo de seis meses.

Os formulados do lote 1, quando expostos ao soimgveram mortalidades que
variaram de 55% a 100%, por 77 dias (fevereiro mf2@05) (Figura 23). A mais baixa taxa
de mortalidade foi registrada uma semana apodantesto dos recipientes, coincidindo com

0 periodo mais seco e ensolarado, cuja insolac@8@rfa de 9,2 horas de sol/dia (Figura 26).

Tabela 7- Atividade toxica e concentracdo de esporos viadeidiferentes lotes do pd técnico-
Antilarv®, produto experimental a base Biacillus thuringiensis israelensiestimadas através de trés
bioensaios contra larvas dedstadio dédedes aegyptecl e plagueamento. Em média 1.440 larvas
foram utilizadas nos trés testes realizados pata peoduto-lote.

CLso (mg/L) CLod (Mg/L) Viabilidade
Apresentacao do MédiatDP? MédiatDP Microbiologica
produto-lote (IC 95%) (IC 95%) (UFC/ml) *

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

P6 Técnico-lote 05 0,514+ 0,097 0,889+ 0,161 1,3x1d
(0,465 - 0,573) (0,797 - 1,02)

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

Liofilizado-IPS82 0,013+ 0,002 0,026+ 0,004 4,2 x 16
(0,011 - 0,015) (0,023 - 0,031)

'CLso= Concentracéo letal para 50% das laf@is;;= Concentracéo letal para 90% das lar@esvio padrédo

*UFC = unidade formadora de colénia por mililitft?S82 = liofilizado padrdo para preparaces a Has@acillus
thuringiensis israelensis

Fonte: Aradjcet al.(2007).
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Quando o mesmo produto foi testado de novembroa0®ar¢co/2006, a taxa de mortalidade
variou de 66% a 97% por 17 semanas (Figura 25)tdelms os testes conduzidos ao sol, o

nivel de 100% de mortalidade so6 foi observado nasa do tratamento.
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Figura 23- Atividade larvicida residual do pd técnico e do poimido-lote 01 a base dBacillus
thuringiensis israelensignensurada para larvas de 1° estadioAdeles aegyptiem testes sob
condi¢cdes de exposicdo solar direta. Valores ddatidade comparados com o nivel de insolacéo
semanal, registrado de fevereiro a maio de 200%teFtnstituto Nacional de Meteorologia (INMET),

Estacdo Curado/Recife-PE.
Fonte: Araujoet al (2007).

A temperatura da agua nos recipientes variou de&£81,3 °C ao sol e de 26,3 a 29,8
°C a sombra, ao longo do periodo de avaliacdo. @gpHBgua oscilou de 6,9 a 9,9 e de 6,9 a
8,4 nos recipientes expostos ao sol e a sombrpeattgamente. O PT e o C do lote 10
testados de setembro a outubro de 2005 mostraraandimnuicdo rapida e progressiva da
mortalidade larval na segunda semana, com perdbdatatividade até a 4% semana (Figura

24). Mais uma vez, o decréscimo da atividade lataiesteve relacionado ao aumento do

namero de horas de sol/dia (Figura 26).
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Figura 24- Atividade larvicida residual do pd técnico e do poimido-lote 10 a base dBacillus
thuringiensis israelensisnensurada contra larvas de 1° estadioAddes aegyptiem testes sob
condi¢cdes de exposicdo solar direta. Valores ddafidade associados com o nivel de insolacédo
semanal, registrado de setembro a outubro de 2B@8te: Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), Estacdo Curado/Recife-PE.

Fonte: Araljcet al.,2007.
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Figura 25- Atividade larvicida residual do pd técnico e do poimido-lote 10 a base dBacillus
thuringiensis israelensisnensurada contra larvas de 1° estadioAddes aegyptiem testes sob
condi¢cdes de exposicdo solar direta. Valores ddafidade associados com o nivel de insolacédo
semanal. Fonte: Instituto Nacional de Meteorol¢tNMET), Estacdo Curado/Recife-PE.

Fonte: Aradjcet al.,2007.
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Figura 26- Insolacdo média e temperatura maxima registradasneses de janeiro de 2005 a margo
de 2006, na Regidao Metropolitana do Recife. Dadoetidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), Estacéo Curado/Recife-PE.

Fonte: Aradjcet al.(2007).

Os testes de estabilidade ndo demonstraram nenbliaracdo na eficacia inicial do
produto sob TCS, ao longo de dois anos. A mortdédiarval promovida pelo uso das
amostras do produto, acondicionadas sob as comsdm@eonizadas, permaneceu acima de
97% durante os 24 meses (Tabela 9). Entretantoredugéo na atividade larvicida do PT foi
detectada através da avaliacdo por bioensaios dionartario apdés dois anos de
armazenamento do produto. O valor deddd lote 1 passou de 0,24 mg/L para 0,46 mg/L e
do lote 2 de 0,42 mg/L para 0,79 mg/L, portanta@sap armazenamento foi detectada uma
perda de atividade téxica na ordem de duas vezes.

5.2.2 3 Efeito dos raios gama sobre a viabilidadesdporos e toxicidade do Bti

A analise de regressao da viabilidade de esposamastras expostas as doses 16, 18, 20

e 30 KGy de radiacdo gama, revelou uma reducadfisagiva (R’= 0,811) do nimero de
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esporos vidveis em funcdo da dose empregada, geusnd correlacdo negativa entre estas
variaveis (r =-0,9) (Figura 27) e (Tabela 10). Aionadose utilizada reduziu em 99,9% os
esporos viaveis. Com base nos resultados de biosrsam L4 deAe. aegyptias diferentes
amostras irradiadas apresentaram uma reducéo dat2®B8% da atividade larvicida, quando
comparadas com a §J-(0,26 mg/L) do material n&o irradiado (Tabela Hxta reducao da
toxicidade apresentou clara relacéo dose-eferd)(i77) (Figura 27).

A amostra de PTI do lote 10 irradiada com 20 KGyesentou o maior indice de
inativagdo de esporos (99,9%) e a menor reducdatiddade larvicida (Tabela 10), cuja
CLso média foi de 0,4% 0,07 mg/L. Este PTI quando testado em TCS prom@#&h apos o
tratamento, 90% de mortalidade larval, percentéal muito inferior ao observado para o PT
nao irradiado (98%). A partir do 7° dia de expentogambos, PT e PTI, promoveram 100%
de mortalidade larval até o final do experimentos 480 dias apds um unico tratamento
(Figura 28 e 29).

Um dia apés o inicio do experimento, a concentralfiesporos nos recipientes tratados
com o PT foi da ordem de 5 x 2LOFC/ml (Figura 28). Aos sete dias sofreu uma discr
reducdo, mantendo-se, entretanto, em valores svpera 1 x 1D UFC/ml nos 6 meses
subsequentes. Nos recipientes tratados com PTIfandm detectadas colonias de Bti nas
amostras colhidas 24 h apos tratamento (Figura&artir do ? dia, entretanto, a presenca
de esporos viaveis foi registrada em todas asce&pliem todos os momentos avaliados,
mantendo-se a concentracdo bacteriana entre 2> I0x 16 UFC/ml (Figura 28). A
concentracdo bacteriana observada nestes recgpiéoit@uase sempre significativamente
menor (p<0,05) do que nos recipientes tratados Bdnentretanto, nas contagens feitas aos
90 e aos 180 dias, a concentracdo de esporos feéio @statisticamente entre os tratamentos
(T=3,2 e 3,0 respectivamente) (p>0,05). A tempesatia agua nos recipientes variou de
26,3° a 29,8°C e o pH entre 6,9 e 8,4 ao longeste.t

5.2.2 4 Efeito da frequéncia de colonizacao

A persisténcia da atividade larvicida do comprimielm recipientes com introducéo

semanal ou mensal de larvas durou pelo menos a80atn recipientes a sombra, com 100%
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de mortalidade larval, desde a 12 avaliacédo atéabdo experimento, independentemente da
quantidade de larvas introduzidas no periodo.

Durante todo o periodo de avaliacdo, ndo houveedtias significativas (p>0,05) na
concentracdo de esporos entre recipientes colamszseinanal ou mensalmente (Figura 29).
Um dia ap6és a aplicacdo do comprimido, a concefiirage esporos nos recipientes
colonizados com freqiiéncia semanal e mensal fepeativamente, 1,3 x 1® 7,9 x 16
UFC/ml. Em ambos os tratamentos, os valores de tFGE elevaram aos 7 dias,
decresceram ao final de um més, retomando o crestdmbacteriano até 60 dias e
permanecendo em nivel elevado (1,2 % WEC/ml a 2,8 x 1DUFC/mI) até 6 meses ap6s a

aplicacado do comprimido (Figura 29).

Tabela 8- Persisténcia de diferentes formulagbes, po tédifdd e comprimido (C), de um produto
experimental a badgacillus thuringiensis israelensisontra larvas déedes aegypfRecife-Lab em
recipientes colocados a sombra, de fevereiro/200&rgo/2006.

Mortalidade?

, 0,
Grupo  Perfodo de Apresentacao Periodo de  laval g/od) no
o NC larvas @avaliagdd (dias) ~ Periodo
avaliacao X +DP?
Lote-01  fev-ago/05 P6 Técnico
Comprimido 3.600 180 100
Controlé fev-ago/05 3.600 180 4,6 +0,64
Lote-05  set/05-mar/06 Comprimido 3.600 180 100
Lote-10  set/05-mar/06 Comprimido 3.600 180 100
Controle set/05-mar/06 3.600 180 44+041

1 Periodo apds um Gnico tratamento com o produtande o qual a mortalidade larval foi superior &8tMortalidade
larval durante o perioddVédia + Desvio padratBem tratamento com Bi.



Tabela 9 — Atividade toxica de comprimidos a base Blacillus thuringiensis israelensiprovenientes de dois lotes de producdo, mantaos
temperatura ambiente variando de 25° a 27° C eadmittlativa de 60% a 80%, para larvas\ddes aegyptiOs testes foram realizados a intervalos
de trés meses por um periodo de 24 meses.

Comprimido Mortalidade larval (%6)trimestre

0 3 6 9 12 15 18 21 24
01 98.7+ 1.1 100.0 98.7+ 1.1 100.0 98.7+1.1 98,#11 99,+05 100.0 100.0
02 99.1+0.5 98.7x1.1 100.0 100.0 100.0 99,1+ 100.0 100.0 100.0
00 (controle) 0 1.0+14 0 0.5+ 0.7 10+14 1.0+£14 0 0 0

®Média + Desvio Padrao
Fonte: Araljcet al.(2007).
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Tabela 10 -Atividade toxica e concentracdo de esporos viadeBacillus thuringiensis israelensis
observada para o pé técnico submetido a radiacéw,gmensuradas através de bioensaios de
laboratdrio e determinacdo do nimero de esporegigidlUFC/ml), respectivamente.

Dosagem Numero de esporos CLso' (mg/L) Perda de toxicidade
(KGy) viaveis (UFC/ml)*+ DP® (Intervalo de confianga (%)
95%)

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

16 40t 14,14 0,30 14,4
(0,251 -0,379)

18 20t 14,14 0,38 315
(0,314 -0,470)

20 5 7,0 0,45 42,2
(0,314 -0,432)

30 5 7,0 1,41 81,6
(1,28 — 1,58)

0' = amostra ndo irradiada (controlé}JFC= unidade formadora de col6nia;Desvio Padrad; ClLse=
Concentracéo letal para 50% das larvas.
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Figura 27 - Relagéo entre diferentes doses da radiagdo gamai&bilidade dos esporos (A) e
toxicidade (B) do pé técnico de um produto expenitaka base dBacillus thuringiensis israelensis
avaliada pelas unidades formadoras de col6nias ffdllf@& pelas concentracdes letais {Flem
bioensaios contra larvas Aedes aegyptRecife-Lab.
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Figura 28 - Concentracdo de esporos viaveis Biillus thuringiensis israelensiem recipientes
tratados com po técnico do produto experimentaltecwlo esporos ativos ou irradiados (20 KGy de
radiacdo gama), deste patdgeno, em ensaios ddaalivcontra larvas deedes aegyptiOs recipientes
foram mantidos ao abrigo do sol, com reposicado0dé @o volume de dgua trés vezes por semana.
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Figura 29 - Concentracdo de esporos viaveis em recipiemééados com o comprimido de um
produto experimental & base Bacillus thuringiensis israelensisnantidos ao abrigo do sol, sem
renovacdo de agua, colonizados com larvasaties aegypeém intervalos semanais ou mensais.
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5.2.3 Discussao

O produto Antilarv® avaliado neste trabalho soboamulacdo de pd técnico e
comprimido mostrou excelente atividade toxica paraegypti com longa persisténcia sob
condi¢des simuladas de campo, principalmente eipieates a sombra, mantendo-se estavel

guanto a sua atividade toxica apds dois anos dazamamento.

As Clsp das amostras de PT produzidos sob condicOes paaldas mostraram
variacdes de até 3,7 vezes entre os lotes. Em dowalez lotes o nivel de toxicidade foi
aceitavel, dois deles tinham atividade maior doaugdia estimada (LC50=0,26 +0,1 mg/L)
e dois menores do que esta. A literatura sobreugéml de bactérias entomopatogénicas
registra variagdes de toxicidade inerentes ao psacede producdo especialmente ligadas a
fatores como temperatura, oxigénio dissolvido, pHoacentracdo de acguUcar durante a
fermentacdo ou a perda de cristais protéicos deiramécuperacdo da biomassa bacteriana e
sua formulagdo (COUCH, 2000; SKOVMAND; THIERY; BERRI, 2000). De acordo com
Skovmandet al. (1997) (SKOVMAND; THIERY; BENZON, 2000), nem semphé uma
correlagéo entre a concentragédo de esporos e ddptende cristais produzidos durante a
fermentacdo. Esta foi sem duvida uma das razé@sspdnstituir este pardmetro no processo
de padronizacdo da toxicidade de produtos. Nossssltados concordam com esta
observacao, visto que nenhuma correlacdo clararfoontrada entre estes parametros nos

diferentes lotes analisados (Tabela 7).

Nos testes em campo simulado, as amostras de Pdieeti@s lotes com toxicidades
diferentes demonstraram desempenho similar emieetg§s a sombra, sugerindo que as
diferencas observadas entre ass{3140 foram suficientes para afetar a atividade datai
residual em campo. Alguns estudos sugerem queéag@atde um produto pode ndo ser um
indicador acurado do seu desempenho em campo (MMARS; MONNERAT, 2004). A
poténcia do produto é de toda forma um paréameteodgwe ser observado na padronizacéo
do processo de producdo e deve variar o minimo iyeds§HABIB et al., 1998;
SKOVMAND; THIERY; BENZON, 2000; SKOVMANDet al.,1997).

Durante o processo de producdo de um entomopat@geno o Bti, € esperado que

ocorra um aumento da atividade toxica como resuoltidconcentracdo de esporos e cristais
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ao término da fermentacdo. Por outro lado, em estdgais avancados do processo de
producdo, mais especificamente os relacionadoxagem e formulagdo, é esperada uma
reducdo ou estabilizacdo da toxicidade (COUCH, R0BM nosso estudo, a compressdo do
PT para obter os comprimidos parece néo ter legagina perda de atividade, indicando que
0 processo ndo danificou ou impediu a liberagcdmdrediente ativo. Produtos em forma de
comprimido sdo de facil operacionalizagdo em capgrando requererem equipamentos para
sua aplicacao, por reduzirem o risco de falhasasagem e minimizarem as perdas durante a
aplicacdo em campo. Segundo Becker (2003), o desemento de formula¢cdes soélidas do
tipo granulos, roscas, comprimidos e outras, bemocmetodologias mais apropriadas a
aplicacao destes, podem gerar vantagens operaciemaprogramas de controle, relativas a
maior estabilidade dos produtos, facilidade de aemamento, transporte e aplicacdo em
campo. Formulacdes do tipo comprimido podem safaamais adequadas as caracteristicas
particulares de alguns criadouros, como por exempk depoésitos de agua limpa,
frequentemente colonizados pefo aegypti cuja aplicagdo ndo promove modificacdes
aparentes na agua e nao geram residuos solidagcaipgentes, o que favorece a aceitacao
pela populacdo (BECKER, 2000; MELO-SANT@#8al.,2001a).

Os comprimidos permaneceram eficazes apds doisdenasmazenamento, sugerindo
que caracteristicas relacionadas a atividade ldevido patdogeno e a taxa de liberacdo do
ingrediente ativo permaneceram estaveis o sufeigatra promover elevada mortalidade
larval. Mesmo assim, esta modalidade de teste giar baseada no uso de doses de campo,
que geralmente sdo 10 ou mais vezes maiores da @Llg,, ndo seria a mais indicada e

sensivel para detectar pequenas perdas de toxeaittadroduto.

Os tipos mais frequentes de criadouros Adaegyptino Brasil sdo os depdsitos
domésticos de agua, localizados na area peridaanialb imével, parcial ou totalmente
cobertos com uma tampa, embora nem sempre sejamesage impedir a entrada e saida de
mosquitos, com renovacao frequente da agua em dudgdconsumo domeéstico ou da
intermiténcia de abastecimento. Assim, em nossenti@sexperimental optamos por simular
0 uso da agua e a exposi¢ado ao sol para nos anonos das condi¢des locais de campo. A
colonizacéo dos recipientes foi feita com L1 parmentar a sensibilidade do teste (MELO-
SANTOSet al.,2001b).

O PT e o C do Antilarv®, expostos ou ndo ao sabrmmveram a mesma eficacia

inicial de controle (mortalidade de 98% a 100%ligando que o produto formulado liberou
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quantidade satisfatdria de cristais protéicos mea zmfica das larvas nas primeiras 48 h ap6s
sua aplicagdo. Esta caracteristica € extremampidertante para garantir que o larvicida
comece a atuar rapidamente, poucas horas apogpltecao, visto que, em condi¢cbes de
campo, larvas de diferentes estadios de desenwahompodem estar presentes em um
mesmo criadouro. Na sombra, os produtos permamacéf®% eficazes por seis meses
mesmo com a renovacgao periodica de 60% da aguddratue poderia ter abreviado a
atividade residual do produto em decorréncia dadguiggdo durante os 180 dias de avaliagao.
Uma provavel explicacdo para este comportamentanésana relatada por Benjanen al.
(2005), para o comprimido VectoBac DTtestado em recipientes de argila, que foram
também submetidos a renovacdo da agua (50%). @sesaubbservaram que o produto
sedimentava rapidamente e os cristais e esporBs loavam agregados nas paredes laterais
e no fundo do recipiente de forma que a agua detireontinha pouco ou nenhum
cristal/esporo de Bti. Em nossos experimentos tamfioé observado rapida sedimentacdo do

comprimido e sua permanéncia no fundo do recipigisua completa desintegracao.

Na literatura poucos sdo os relatos de longa pé&nsis. para produtos a base de Bti.
Mulla et al. (2004) registraram excelente controle de larva8.deegyptiem jarras de argila,
por um periodo de 112 dias. Benjanahal. (2005) referiram, em recipientes da mesma
natureza, persisténcia de 166 dias. E consensa quiwidade residual de biolarvicidas e
inseticidas de sintese é fortemente influenciatEspmndi¢cdes ambientais. A viabilidade dos
esporos € um importante fator porque sob condiigdesaveis, a reciclagem destas bactérias
pode ocorrer no cadaver larval levando a produegdmogtas toxinas (ALY, 1985; AL¥t al.,
1985; KHAWALED et al.,1988).

Os resultados deste estudo confirmam o efeito ivegdl radiacdo solar sobre a
persisténcia do Bti, como observado em estudosigygWMELO-SANTOSet al., 2001;
NAYAR et al.,1999; OBETA, 1996; THIERYet al., 1999; VILARINHOS; MONNERAT,
2004). Os testes realizados durante o periodo der nrecidéncia solar (outubro/2005)
mostraram uma rapida diminuicdo da taxa de moadédarval, que caiu para menos de 70%
na segunda semana com perda total da atividadeuadaqgsemana apds o tratamento.
Resultados similares foram observados em estudwsiaars em éareas externas abertas
(MELO-SANTOSet al.,2001; VILARINHOS; MONNERAT, 2004).

Nos recipientes expostos ao sol, mudancas de alppectos da qualidade da agua,

como crescimento de microalgas e aumento da altadie, foram observadas apos a primeira
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semana de tratamento. A presenca de microorganisrdesitos em suspensao no ambiente
aquético pode afetar a disponibilidade do biolagadevido & adsorcdo de esporos e cristais
de Bti ou Bs as particulas, antes que elas sedamenbs recipientes (SHEERAN; FISHER,
1992; SKOVMAND; BAUDUIN, 1997). Além disso, o pH nto alcalino favorece a
solubilizagdo dos cristais protéicos tornando ag-tgxinas expostas a degradacdo. A
associagdo destes fatores pode ter contribuidorpdteir a atividade larvicida do produto,
especialmente quando a radiacdo solar alcangous riv@h continuas de sol por dia. Por
outro lado, o prolongado controle larval observadb condicdes ambientais especificas,
sugere que a reciclagem do Bti é capaz de comppaszialmente a perda de toxicidade dos
cristais causada pela radiacao ultravioleta owsuttores deletérios.

Nos testes com exposicéo solar realizados em op&edos do ano, a persisténcia
foi surpreendentemente longa: 77 a 119 dias. Degbenando o limite de mortalidade (80%)
previamente estabelecido, a continuidade da a@aligisando confirmar a perda de atividade
do produto, revelou, ao contrario, a retomada dadatle, deixando evidente que a
interrupcao da avaliacdo naquele momento podarievado a uma interpretacdo errbnea da
persisténcia. Com efeito, a atividade larvicida fetuperada na segunda semana apés o
tratamento, mantendo taxas de mortalidade acind®#e por até 17 semanas.

A reciclagem bacteriana pode ter um importante Ipapeersisténcia. Os experimentos
conduzidos com o po técnico e o comprimido do pimaxperimental Antilarv®, indicam
longa persisténcia da atividade larvicida residcahtra A. aegypti, concomitante com
elevadas concentracdes de esporos viaveis da inactiervadas durante seis meses apoés
aplicacdo de uma unica dose, em recipientes peaodinte colonizados com L1 e mantidos

a sombra, com ou sem renovacgao periodica parciadda.

Com efeito, foi constatado que a realizacdo de umtoutratamento resultou na
manutencdo de concentracées de esporos de Btiseuperiores a QJFC/mI, capazes de
causar mortalidade de todas as larvas introduzidagecipientes durante 180 dias. Embora
tenham sido utilizadas doses equivalentes, haasitiiferencas na evolu¢do de concentracdo
de esporos durante o primeiro més, quando se campdT com o comprimido. Nos
recipientes tratados com PT, as maiores concemsad® esporos foram detectadas 24 h apos
tratamento, registrando-se uma discreta queda aiss7e estabilizando-se em torno dé 10

UFC/ml a partir de 30 dias até o 6° més. No cascodgprimido, devido ao fato do principio
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ativo estar agregado promovendo lenta liberagameaor concentracdo de esporos foi
observada 24 h apds tratamento, seguida de fligsagd 1° més, e estabilizando-se, a partir
dos 60 dias, em concentracdes similares as observaubs recipientes tratados com PT. O
aumento da concentracao bacteriana observada ina@entre 30 e 180 dias apds tratamento
com o comprimido é uma clara evidéncia da recictapacteriana. De fato, aos 180 dias a
concentracdo bacteriana foi 100 vezes maior dagse0 dias.

E importante ressaltar que, apesar das difererigmsadas nas concentracdes iniciais de
esporos, a mortalidade larval foi total desde ak 24¢ 180 dias apoOs tratamento,
independentemente da forma de apresentacéo dot@ré&duou comprimido. Estes resultados
sao indicadores da ocorréncia de reciclagem dodstiseja, de multiplicacdo bacteriana
acompanhada de producdo de toxinas e sua dispdadsl na zona trofica das larvas
aegypti Os resultados dos experimentos com PT irradisgforgam a ocorréncia de
reciclagem bacteriana: ao aplicar PTI contendo apdh1% dos esporos viaveis (99,9%
inativados por irradiagdo gama), ndo foram detestabporos nos recipientes 24h depois,
porém a partir da avaliacdo feita aos sete diaéeo final do 6° més, concentracbes de
esporos oscilando entre?® 1¢ UFC/ml foram mantidas, com sustentacdo do contzolel
total nos recipientes.

Quando amostras de PP foram irradiadas com 20K&530um pequeno crescimento
bacteriano foi detectado no plaqueamento. Quanis esnostras foram testadas em campo
simulado n&o foram detectadas unidades formaderasldnias nas primeiras 24 h, porém 7
dias depois, nos recipientes tratados foi assinalad baixissimo crescimento bacteriano, na
ordem de 100 e 40 UFC/mI, para as respectivas deseslas. Nas avaliacdes subsequentes a
concentracdo bacteriana aumentou ao longo do te@gdados sugerem que a quantidade de
esporos viaveis no produto irradiado foi suficiepéea promover a reciclagem do patégeno

nos cadaveres larvais.

A capacidade de reciclagem de bactérias entomogaSg do géneroBacillus
principalmente d@. sphaericusem criadouros de culicideos, multiplicando-se ramageres
das larvas destes insetdsj documentada na década de 1980 (NICOLAS; DARRIET
HOUGARD, 1987). Em um dos raros estudos sobre leggon de Bti, Alyet al. (1985)
estimaram que uma L4 morta Aeaegypti pode conter, 72 h apos ingestao de Bti, de 7-14 x

10" esporos desta bactéria. A observacdo de que napresa reciclagem bacteriana com
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ciclo completo de esporulacdo e producdo de toximassquitocidas resulta em

disponibilidade destas toxinas na zona de aliméotatas larvas, parece ter levado a um
desinteresse pelo tema. E importante sublinhar aj@eiséncia de contato das larvas de
mosquito com bactérias que se multiplicam no fudddabitats com certa profundidade, é
certamente uma ocorréncia frequente no cas@Gudex, cujas larvas se alimentam na regiao
superficial da agua. Ao contrario as larvasAdelesse alimentam mais freqientemente no
fundo e nas paredes dos recipientes, o que faailitegestdo de cristais e esporos de Bi

resultante de reciclagem no fundo dos habitatsteagsa

Uma vez que Bs e Bti se multiplicam dentro dasdsrnortas de mosquitos, espera-se
que a densidade larval nos recipientes tratadosestas bactérias influencie o processo de
reciclagem. Nos experimentos com introducdo deataleAedesa cada semana (somando
1.200 larvas/recipiente em seis meses) ou a cadd3086 larvas/recipiente) o controle larval
foi total durante os seis meses de observacacoacewmtracao bacteriana foi semelhante nos
dois grupos, independentemente da densidade deslaos recipientes. Sugerindo que as 300
larvas foram suficientes para garantir um nivelreldclagem capaz de promover controle
total, e que fatores ambientais no habitat posseete agiram na regulacdo do tamanho da
populacdo bacteriana. Estudos realizados em |abimrae em campo mostraram que em
ambientes com altas densidades de larvas, quaesidadiores de produtos bacterianos sao
necessarias para promover controle completo, indicgue a densidade de larvas da espécie-
alvo é um dos fatores capazes de influenciar negagnte a atividade larvicida de produtos
bacterianos (BECKERt al. 1992; MULLA 1990; NAYARet al. 1999). Neste sentido, pode-
se também considerar a possibilidade de maior gémdbacteriana ocorrendo nos recipientes
mais densamente povoados, porém com ingestao meansa de bactérias pelas larvas recem-

introduzidas, possivelmente um entre outros reguésdde tamanho populacional do Bti.

Neste, como em estudos anteriores (ARAW&I@I 2003, 2007; MELO-SANTOSt al.
2001,), foram utilizadas L1, em vez de L4, paracongpanhamento de persisténcia da
toxicidade do Bti em experimentos em campo simuldésto € importante, porque simula a
situagdo real de campo e, por serem as L1 maidveenso Bti, seu uso aumenta a
sensibilidade dos testes de persisténcia (MELO-S@8l&t al.2001a). Parece cada vez mais
claro que desenhos experimentais para avaliarcidas biolégicos devem buscar aproximar,
0 mais possivel, o experimento das condi¢cdes neagjuais o larvicida vai ser utilizado. A

retirada das larvas mortas dos recipientes tratg@dwa contagem, um procedimento algumas
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vezes utilizado, impede que a reciclagem ocorrdepdo levar a subestimar a persisténcia da
atividade toxica. Outra pratica que pode introdeguivocos na determinagdo da persisténcia
€ interromper a avaliacdo no primeiro momento era gumortalidade cai para valores
inferiores a 90%, comumente adotado como pontmde oa avaliacdo destes biolarvicidas.
Os experimentos de Araug al. (2007) demonstram que a atividade larvicida residodBti
pode oscilar ao longo do tempo e manter-se em snigei 100%, quando as condi¢bes
ambientais favorecem a retomada de crescimentoerimwd. Tempos de persisténcia
superiores a quatro meses tém sido observados enireentos que levam em consideracao
aspectos bi6ticos deste larvicida (ARAUétaI.,2007; BENJAMINet al.,2005; MULLA et

al. 2004; SETHAet al.,2007).

Uma questéo levantada durante os testes paracaeét da reciclagem bacteriana foi se a
guantidade de larvas adicionadas aos recipientpsriexentais, sobretudo os colonizados
semanalmente, ndo favoreceria este processo einadazima situacao muito diferente da
encontrada em campo. Estudos recentes que envalveronitoramento populacional de
Aedes=m espacos urbanos brasileiros tém revelado rdltes de infestacdo, geralmente com
elevadas densidades populacionais (MACIEL-DE-FREEAaI., 2007, REGISet al.,2008;
RIOS-VELASQUEZet al., 2007). Em Recife-PE o monitoramento da distribuiedpaco-
temporal doAedescom 464 ovitrampas, mostrou que é freqiiente aacdie mais de 1.000
ovos por casa durante um més (REGIS et al 200&tableircunstancias, a adicdo de 50 ou
mesmo 200 larvas déedesem um recipiente por més, como foi feito nestbaitzo, ndo
parece se distanciar da pressao de colonizacagiaiowros que ocorre em situacado de

campo.

Os resultados deste e de outros trabalhos reafizaoko Ultimos anos permitem reafirmar
qgue produtos a base de Bti sdo os melhores laagicatualmente disponiveis conkades
spp. Além de nado selecionar resisténcia nas pojpesaglvo, o Bti pode funcionar como
estimulante de oviposicdo (SANTQO& al., 2003, STOOPS, 2005), e quando usado em
recipientes a sombra, como é o caso de muitosocniad domeésticos dé.aegyptie A.
albopictus pode persistir causando alta mortalidade lareal @rios meses. E importante
lembrar que o uso de larvicida como Unica medidzaidrole jamais sera suficiente para
reduzir a densidade populacional de aegypti sendo indispensavel, para obter bons
resultados, a integracao de outras medidas deot®(REGISet al.,2008).
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5.3 Estudo IV: Estratégia para o controle integradode Aedes spp. implementada

no municipio de Moreno-PE

5.3.1Procedimentos Metodoldgicos

5.3.1.1 Caracterizacao da area

Moreno (8°10'00”S e 35°05'15"0) € um dos 14 murimdpda Regido Metropolitana
do Estado de Pernambuco, localizado a 30,6 km dofeRéPossui 56.650 habitantes e
aproximadamente 20.000 iméveis, em uma area d&aSgINSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005). O clima é do tipmpical imido, com temperatura
média anual de 24 °C, precipitacdo pluviométricdienédnual de 1.310 mm, com um periodo

chuvoso de janeiro a setembro.

Em 2001, Moreno foi incluido entre os 39 municigasgritarios para a intensificacao
das acdes de combate Aedes aegyptio Estado de Pernambuco. Na epidemia de dengue em
2002, o Coeficiente de Incidéncia (Cl) foi 865/1@G habitantes (SISTEMA DE
INFORMACAO DO PROGRAMAS DE CONTROLE DE FEBRE AMARBRLE DENGUE,
2008b). Aproximadamente 97% dos casos foram natifis no periodo de janeiro a maio. Os
resultados da pesquisa larvaria revelaram nestanaesasido um indice de Infestacdo
Predial (IP) paraA. aegyptide 0,5% e paraedes albopictusle 0,7% (SISTEMA DE
INFORMACAO DO PROGRAMAS DE CONTROLE DE FEBRE AMARBLE DENGUE,
2008b).

5.3.1.2 Levantamento entomolégico preliminar cosel@a coleta de ovos de Aedpg

Com o objetivo de conhecer o nivel de infestacaoAmmlesspp. dos 15 bairros de

Moreno e selecionar as areas em que seriam imgksts diferentes estratégias de controle
vetorial propostas neste estudo, foi realizado nmiguérito entomolégico prévio. Para tanto,
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ovitrampas modelo Sant@s$ al. (2003) foram distribuidas em todos os bairros dminipio
de Moreno, em abril de 2002. Foram instaladas 4BWadilhas (uma ovitrampa/quarteirao)

gue permaneceram em campo por apenas um ciclodz dias.

Tabela 11 -Niveis de infestagdo péredesspp. no municipio de Moreno-PE, estimado pela aalet
ovos através de armadilhas de oviposicdo, em ulm @éccinco dias de coleta, no periodo de 03 a 08
de abril de 2002.

N° N° médio de
Bairros ovitrampas N°ovos IPO(%)* ovos/ovitrampa
Nossa Senhora de Fatima 26 3.177 88,5 122,2
Alto Santo Antonio 49 6.071 71,4 126,5
Cercado Grande 10 423 70,0 42,3
Nossa Senhora de Conceicdo 44 1.476 68,1 39,9
Joéo Paulo I 48 1.866 67,3 39,7
Parque dos Eucaliptos 18 950 62,5 52,8
Bela Vista 13 429 61,5 35,7
Nossa Senhora das Gracas 15 743 60,0 495
Liberdade 21 1.031 57,1 49,1
Bonanca 78 3.313 52,5 43,6
Alto da Maternidade 50 2.178 48,0 45,4
Cohab 30 814 46,6 27,1
ABC 37 1.224 40,5 33,1
Massaranduba 11 298 36,3 27,1
Centro 07 78 28,5 15,6
Total 457 24.071 59,5 52,7

IPO=indice de Positividade de Ovitrampas.

De acordo com os dados obtidos (Tabela 11) fordabelecidos os seguintes niveis
de infestacdo: alta (100% a 70%), meédia (69% a 40B@jixa (39% a 10%) e foi selecionado,
através de amostragem por conveniéncia, um bapmesentativo de cada categoria: Nossa
Senhora de Fatima (NSF) (alta infestacdo), Nossehdda das Gracas (NSG) (média
infestacdo) e Massaranduba (MAS) (baixa infestagdéin do bairro controle, Centro (CEN)

(Figura 30). A Tabela 12 contém informacdes compla@ares sobre os bairros selecionados.
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Foram estabelecidas parcerias entre o Departamdmtd&Entomologia/CPgAM a
Secretaria Municipal de Saude/Nucleo de Vigilangmbiental e a Salde e as empresas
SUMITOMO e BIOTICON, que garantiram a implementagias estratégias descritas a

seqguir.

5.3.1.3 Estratégias de controle implementadas emeiMn

5.3.1.3.1 Biolarvicidas utilizados

O larvicida organofosforado temefés foi substituidlm dezembro de 2002 por
produtos a base dgacillus thuringiensis israelensi®ti) para o tratamento de criadouros
reais e potenciais do mosquito, em todos os balowaizados na Sede do Municipio. Os
Produtos, doses e intervalos de aplicacdo adow&dod2 dos 15 bairros do municipio foram
os recomendados pelo PNCD. Esquemas diferenciadgnido novos produtos (Figura 32)

foram implementados em trés bairros pré-seleciofifaoela 13).

5.3.1.3.2 Caracterizacdo do padrao de oviposic@wasmdomiciliar

Para definir o melhor local, na area domiciliarrgpa instalacdo permanente das
ovitrampas, foi realizado um estudo sobre a pret@séde oviposicdo das espécieshaeles
de setembro a outubro de 2002, em 124 iméveis heoislamente infestados por estes
mosquitos. Duas armadilhas foram instaladas simedt@mente, uma no intradomicilio
(cozinha) e outra no peridomicilio (quintal ou jam)i onde permaneceram por cinco dias.
Apés este periodo as armadilhas foram recolhidas,owos contados e as espécies

identificadas.
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Figura 30- Visualizagao dos bairros do municipio de Moreno-BE.circulos em vermelho indicam
os bairros selecionados para implementacdo de restetégias de controle, e em preto o bairro do

Centro adotado como testemunho.
Fonte: MORENO, (2008).

Tabela 12 -Caracteristicas da ocupacgdo geografica e da inéstaorAedes aegyptile bairros do

municipio de Moreno, em 2002.

Bairro'  Distancia do Km 0 N°imoveis Fisionomia  Vegetagio IP 2002
(residenciais) (min-max)
NSF 3 Km 627 (444)  Urbana Escassa 0-2,8%
NSG 7 Km 97 (58) Perirural Abundante 0-3,1%
MAS 19 Km 263 (175) Rural Abundante 0
CEN 0 km 406 (153) Urbana Escassa 0-2,8%

'NSF=Nossa Senhora de Fatima, NSG=Nossa Senhof@rdeas, MAS=Massaranduba, CEN=Centhodice
de Infestacdo Predial= % de imdveis com foco doguits, estimado a partir da investigacdo de 1/3inhdseis

do bairro.?Bairro controle.
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Tabela 13 Produtos a base dgacillus thuringiensis israelensiBti) utilizados no tratamento de
criadouros dé\edesspp. no municipio de Moreno-PE, de dezembro/2042id2003.

Bairros Produto Formulacéo Poténcia Dose Frequéncia
(fornecedor) (UTl/mg) de aplicacéo

NSG Antilarvi® comprimido 750 1/50 L 30-70 dias
(BIOTICOM)

MAS? VectoBac®T comprimido 2.500 1/50 L 30-70 dias
(SUMITOMO)

NSP VectoBac®WDG granulado 3.000 1g/500 L 30-70 dias
(SUMITOMO)

VectoBac®WDG granulado 3.000 19/500 L 70 dias

CEN' VectoBac®CG 200 1g/50 L 70 dias

(SUMITOMO)

INSG=Nossa Senhora das GracddAS=Massaranduba’NSF=Nossa Senhora de Fatimf&§EN=Centro;
*Granulado dispersivel em agl&ranulado em matriz de milho.

5.3.1.3.30vitrampas-monitoramento (OVT-MON)

Ovitrampas similares ao modelo descrito por Sastoal. (2003), contendo 1L de
agua potavel, tratada com 1,0 g de biolarvicidenfoutilizadas para monitorar a presenca e
densidade de ovos dedesspp. Elas foram instaladas na area peridomicléapelo menos
50% dos imoveis residenciais dos bairros de Nossa@a das Gracas e Massaranduba, em
casas alternadas, e em aproximadamente 100% dusigmtie Nossa Senhora de Fatima, casa
a casa. No bairro Centro, 23 armadilhas tambémmfodéstribuidas de forma alternada
perfazendo os pontos de observacdo da area conitblendicador usado para o
acompanhamento da flutuacdo populacional do mastpiib nimero de ovos/ovitrampa/dia,

visto que as ovitrampas permaneceram em campaepi@dps que variaram de 30 a 70 dias.

5.3.1.3.40vitrampas-controle (OVT-C)

As ovitrampas-monitoramento também foram utilizadasmo instrumento de

controle, com o objetivo de remover e eliminar otdeédedesspp. que seriam depositados no
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ambiente, atuando assim de forma complementar @ssage eliminacdo e tratamento

larvicida de criadouros do mosquito na area dorarcil

5.3.1.3.5 Acbes de monitoramento e controle pondiltmas de oviposicio:

Todas as acdes descritas a seguir forma implensntad municipio a partir de

dezembro de 2002

A)

B)

C)

D)

E)

Utilizacao de indices entomoldgicos baseados nsepga e quantidade de ovos nas
ovitrampas-monitoramento e na pesquisa larvaria maracompanhamento da
infestacdo poAedesspp., ha area de estudo;

Coleta massiva de ovos deedesatravés de ovitrampas-controle em ciclos com
duracdo minima de 20 dias e maxima de 50 dias,ntturas meses de
dezembro/2002, janeiro e fevereiro/2003. O mesntenialo de tempo foi
considerado para a troca de palhetas e reposigafugdo de gramineas e do Bti;

Uso de ovitrampas-controle em casas alternadasvidhmpa/imovel) nos bairros de
Massaranduba e Nossa Senhora das Gracas;

Uso massivo de ovitrampas-controle instaladas aasasa (01 ovitrampa/casa) em
Nossa Senhora de Fatima, por um periodo de 90 (@iezembro/2002 a
fevereiro/2003) e 02 ovitrampas/casa por um perdmlquatro anos e dois meses
(margo/2003 a maio/2007). Intervalos de 20 a 78 theam considerados para a
troca de palhetas e reposicéo da infusdo de gramédo Bti;

O monitoramento populacional do mosquito no baileoNossa Senhora de Fatima
passou a ser feito através de 100 ovitrampas-séaginem ciclos de 28 dias
(REGISet al.,2008), de abril de 2004 a maio de 2007.

As acoes supracitadas foram realizadas pela edeigampo do municipio, composta

por 17 Agentes de Saude e um Supervisor, todogagtugana rotina do PNCD. Além desta, a

equipe de campo do Depto de Entomologia/CPqAM, ime seis técnicos, participou

ativamente do processo de recolhimento e transpiate palhetas do campo para o

laboratorio.
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Informacdes do SISFAD quanto aos tipos de reseieatde agua mais freqientes no
municipio foram utilizadas para estimar o consumdidlarvicidas, em funcdo do nimero de
tratamentos programados. De acordo com tais infgesos tonéis de plastico e de ferro
com capacidade para 200 L e os tanques e caixgeadi@e 500 L correspondem a mais de

70% dos criadouros potenciais para formas jovemaaknuito (Figura 31).

Figura 31 - Tipos de reservatorios de dgua mais frequentesumcipio de Moreno-PE, comumente
encontrados positivos para larvas e pupadeatiesspp

Nota: (A) tanqgue em amianto; (B) tonel em ferrg} {@el em plastico; (D) caixa d’agua.

Fonte: Melo-Santos, 2000b.

5.3.2 Resultados

Os resultados do estudo inicial quanto ao localpdeferéncia para oviposicao
revelaram que 76% das ovitrampas instaladas nadpericilio estavam positivas, diferindo
significativamente (p<0,0001) do percentual (24%8eyvado no intra domicilio. Da mesma
forma, uma maioria significativa (73%) (p<0,0001»sd7.000 ovos foi coletada nas
ovitrampas da area peridomiciliar, 67% dos quasmerde Ae. aegypti O padrdo de
preferéncia foi diferente parse. albopictusque colonizou de forma indistinta as armadilhas
do peri (48,3%) e do intradomicilio (51,7%). Conmséaestes dados as ovitrampas para

monitoramento e controle foram instaladas exclusarte na area peridomiciliar.

A pré-andlise da infestacdo nos 15 bairros de Mwrem abril de 2002, revelou a
presenca de fémeas d&edes spp. em fase reprodutiva em todos os bairros, em

aproximadamente 60% dos 457 imdveis investigado®@nos bairros variou de 28,5% a
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88,5% e a densidade de 15,6 a 126,5 ovos/ovitrammpaha (Tabela 11). Uma baixa
associagao entre estes indices foi caracterizadaopdairros de Moreno.

A Tabela 14 resume a quantidade de imdéveis vistosi® de reservatorios de agua
tratados com os biolarvicidas, acdo de controlegisida ao uso de OVT-C nas areas. O
primeiro tratamento foi realizado ao término daviro ciclo de coleta de ovos, ou seja, no

fim do periodo de pré-intervencao (tempo 0) (Tahéla

Os resultados a partir da pesquisa larvaria fo@m freqiiéncia, negativos para a
presenca dé. aegyptie A. albopictusnos bairros estudados, inclusive no periodo de pré
intervencao, quando todos os bairros aparecem Esid paraA. aegypti(Tabela 15). Os
maiores valores de IP par aegyptidurante o estudo foram 3,1% e 6,2% e para
albopictus 21,6% e 10,3% registrados em MAS e NSG, resmeoente (Tabela 15). Os
indicadores entomoldgicos baseados na presencantidpde de ovos mostraram qhedes

spp estava em todos os bairros, em todos os mosnentstigados (Tabela 15).

Aspectos operacionais impossibilitaram a coleta dd®los no Centro (bairro
testemunha) no mesmo periodo pré intervencdo eas ératadas, entretanto as observacdes
seguintes mostram aumento gradual do percentuavittempas postivas de janeiro a junho
de 2003, exceto em Massaranduba onde foi regisa@deducéo do IPO no 2° ciclo de coleta

de ovos, em fevereiro de 2003 (Tabela 15).

Tabela 14— Quantidade de reservatoérios de agua tratadogliferentes produtos a base Bigcillus
thuringiensis israelensi¢Bti) em trés bairros do municipio de Moreno, ando de trés ciclos de
aplicacao dos biolarvicidas, no periodo de dezef@B62 a abril/2003.

Bairro N° de imoveis Total de reservatorios
(residencial)

Nossa Senhora de Fatima 627 (444) 1.768

Massaranduba 263 (175) 488

Nossa Senhora das Gracas 97 (58) 168
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A analise da variagdo temporal da densidade de dea®onstra uma diminui¢do
progressiva até o 2° ciclo de intervencao em toddsairros tratados, seguido de um aumento
nos ciclos subsequentes, 3° e 4° ciclo (junho/20D&)ela 15; Figura 32). O declinio mais
acentuado e significativo (p<0,000) do niumero méldicovos foi verificado entre o periodo
de pré-intervencdo e o 2° ciclo de coleta de oVabdla 15; Figura 32). Nos ciclos seguintes
foi registrada uma discreta elevacao da densidadevds, que coincidiu com o maior
intervalo (>60 dias) entre as aplicacdes dos himialas. Os valores nestes momentos foram
estatisticamente menores (p=0,001) do que os watbtdos no periodo de pré intervencao
ou similares aos do 1° ciclo de coleta massiva \&s.oNa area testemunha (Centro) a
densidade de ovos foi duas vezes maior no 4° dixlgue no 1° (Tabela 15; Figura 32), e de

um modo geral, crescente ao longo dos quatro carlasados.

Nos sete meses de uso das ovitrampas-controle eenbléoram coletados cerca de
318.000 ovos em 1.911 palhetas. Uma grande varidgdaimero maximo de ovos coletado
por ovitrampa foi observado entre as localidadesn&or valor foi encontrado em NSF
(2.009 ovos/ovitrampa) seguido de NSG (919 ovosamipa) e MAS (629 ovos/ovitrampa).

A primeira avaliagdo do uso prolongado das ovitrasagontrole em NSF revelou uma
reducdo acentuada no numero de ovos/ovitrampal@diadgp se compara dezembro de 2002
(pré-intervencao) com dezembro de 2003 e 2004 (&ig8). Estes dados foram obtidos da

contagem direta de ovos nas ovitrampas-controle.

O monitoramento populacional continuo com 100 awifpas-sentinelas (OVT-S) a
partir de abril/2004 permitiu avaliar o impacto @emtervencdo até maio de 2007. Os dados
mostram flutuacdo sazonal da densidade da populegEodutivamente ativa déedes
(Figura 34), com densidades de ovos estatisticameaitares (p<0,001) no periodo de chuvas
do que no periodo seco. A analise temporal mostimda uma clara tendéncia (p=0,008) de

diminuicao progressiva da densidade de ovos amldongempo (Figura 35).

A identificagdo de 1.773 larvas no periodo de démeff002 a abril/2003 mostrou
que A. aegyptie A. albopictusocorriam na area estudo, com predominanci®.deegypti
(75%) em NSF e dA.albopictusem NSG e MAS. Nestes dois ultimos bairros, memo$d

das larvas identificadas eramAleaegypti



Tabela 15-Parametros entomolégicos inferidos para bairrosidoicipio de Moreno-PE, através da pesquisa yitlampa e larvéria durante as
intervencgdes para controle dedes aegyptno periodo de dezembro de 2002 a junho de 2003.

Areas /Parametros

Periodos de Intervencgédo

Pré (dez/02) 1° (jan/03) 2° (fev/03) 3° (abr/03) 42in/03) Total
Nossa Sra. Fatima (NSF)
Duragéo do ciclo de coleta de ovos (dias) 20 28 44 70 55 217
Ne Ovitrampas (IP€) 284 (75,0%) 203 (79,0%) 186 (92,0%) 477 (94,5%) 02 B6,4%) 1.652
Total de ovos 38.996 26.315 20.269 69.653 112.877 268.110
N° ovos/Ovitrampa/dia 6,9 4,6 2,5 2,1 4,1 0,7
IP? A. Aegypti 0,0 0,3 0,0 0,7 2,2 NA
IP A. Albopictus 0,4 0,0 0,4 0,3 2,2 NA
Intervalo entre tratamentos dos criadouros (dias) 0 31 31 68 60 NA
Nossa Sra. das Gragas (NSG)
Duragéo do ciclo de coleta de ovos (dias) 21 18 28 67 57 191
N° Qvitrampas (IPO) 37 (89,2%) 33 (72,7%) 31(83,4% 41 (97,6%) 41 (100%) 183
Total de ovos 4.799 2.114 1.281 10.316 7.778 26.288
N° ovos/Ovitrampa/dia 6,2 3,6 1,5 3,7 3,3 0,7
IP A. Aegypti 0,0 0,0 6,2 0,0 - NA
IP A. Albopictus 3,6 0,0 0,0 10,3 - NA
Intervalo entre tratamentos dos criadouros (dias) 0 37 40 61 58 NA
Massaranduba (MAS)
Duragéo do ciclo de coleta de ovos (dias) 20 21 32 42 73 189
N° Qvitrampas (IPO) 80 (71,3%) 70 (74,3%) 69 (48,0% 66 (83,3%) 66 (83,3%) 351
Total de ovos 3.356 4.415 2.587 6.285 7.514 24.157
N° ovos/Ovitrampa/dia 4,7 3,0 1,2 2,3 1,5 0,4
IP A. Aegypti 0,0 0,0 0,0 31 0,0 NA
IP A. Albopictus 0,0 0,0 0,0 13,6 21,6 NA
Intervalo entre tratamentos dos criadouros (dias) 0 31 41 86 68 NA
Centro (CEN)- area testemunh?
Duragéo do ciclo de coleta de ovos (dias) - 24 40 0 4 52 NA
N° Ovitrampa$(IPO) - 18 (72,0%) 23 (78,0%) 22 (82,6%) 23 (806) NA
Total de ovos - 726 1.887 2.565 3.826 NA
N° ovos/Ovitrampa/dia - 1,7 34 29 3,3 NA
IP A. Aegypti 0,0 - 0,0 0,8 - NA
IP A. albopictus 0,0 - 0,0 2,48 - NA
Intervalo entre tratamentos dos criadouros - 70 - 68 - NA
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Figura 32- Densidade de ovos dedesspp. observada em bairros do municipio de Mordhods momentos de implementacao de ovitrampasopara
controle complementar do mosquito associada aaloadgti em criadouros, representados pelos ciclopdeintervencédo (dez/2002), intervencéo 1°
(dez/02-jan/03), 2° (jan-fev/03), 3° (mar-abr/03)és intervencdo (mai-jun/03). As barras represerdanimero médio de ovos/ovitrampa/dia e as
linhas o percentual de ovitrampas positivas.
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Figura 33 - indice de infestacido pakedesspp obtido através da coleta de ovos do mosgeito,
dezembro de 2002 a 2004, no bairro de Nossa Sedbdfatima, Moreno-PE, durante o uso continuo
de ovitrampas-controle, a partir de janeiro/206fgdrado as demais acbes de controle vetorial
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Figura 34 - Variacdo longitudinal/sazonal do niamero médiooges deAedesspp observada no
bairro de Nossa Senhora de Fatima, Moreno-PE, tlutanso ininterrupto de ovitrampas-controle, a
partir de janeiro/2003, integrado as demais ac@esodtrole vetorial. Os dados de monitoramento
referem-se a 40 ciclos de coleta realizados dé d&r2004 a maio de 2007. As linhas horizontais
indicam o periodo de chuvas mais intensas, deahbgbsto de cada ano.
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Figura 35 - Variacdo do nimero médio de ovos Aledesspp observada para o bairro de Nossa
Senhora de Fatima, Moreno-PE, durante o uso imugkr de ovitrampas-controle, a partir de
janeiro/2003, integrado as demais acdes de conteddeial. Os dados de monitoramento referem-se a
40 ciclos de coleta realizados de abril de 2004a& rde 2007. A linha de regressao linear mostra
tendéncia a diminuic¢ao significativa (p=0,008) eéasidade populacional ao longo de tempo.
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5.4 Estudo V: Estratégias para o controle integradale Aedes spp. implementadas em
bairros do Recife-PE

5.4.1 Procedimentos Metodoldgicos

5.4.1 1 Caracterizacéo da area

Este estudo foi realizado em duas areas com cHslici@s distintas, a primeira
compreendendo os bairros de Casa Forte e Parnar(@®), com &rea de 1,17 &km
densidade populacional de 21.386 habitantes/kom fisionomia urbana predominantemente
verticalizada, com presenca expressiva de préttms @ casas geralmente com grandes areas
peridomiciliares arborizadas, assim como parquagag e terrenos baldios com vegetacdo. A
segunda &rea representada pelo bairro do Engenkizido(EM), com 0,89 ke densidade
de 11.865 habitantes/kmem sua maioria vivendo em iméveis do tipo casen @reas
peridomiciares grandes, porém pouco arborizada&sepca esparsa de areas verdes como
pracas e terrenos baldios. Brasilia Teimosa (B® €62 kni e 30.895 habitantes/Km
utilizada neste estudo como area controle, é umobsituado a beira-mar, caracterizado por
imoveis do tipo casa, geralmente com areas peraienés reduzidas ou mesmo inexistentes
e escassez de vegetacdo (Figura 36, 37). De acordocritérios epidemiolégicos, soécio-
econdmicos, ambientais e de ocupacéo territoristrdes em Regist al. (2008) (Apéndice
3), CFP esta inserido no estrato de elevada quigida vida e baixo risco para transmisséo
de doencas como a dengue, enquanto que EM, mestrais heterogéneo, classificado em

estratos intermediarios para estes parametros.

Segundo levantamento por ovitrampa realizado emdestanteriores, estes bairros
tém em comum a elevada infestacdo fpedesspp. com predominancia deaegypti cujo
percentual varia de 87,1% em CFP, 99,4% em EM @989%m BT (NAKAZAWA, 2006;
REGISet al.,2008).
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5.4.1.2 Estratégias de controle implementadas eaifdRe

Duas estratégias de controle baseadas no uso dgamaie nimero de armadilhas de
oviposicdo foram testadas em areas do Recife tandhédmetidas as acdes de controle
realizadas pelo PNCD. O objetivo foi verificar opatto conjunto das acgbes sobre a
densidade populacional deedesspp. nas areas, através do monitoramento por dnasde

oviposicao.

Figura 36- Distribuicdo espacial dos bairros do Recife. Emtatpee as areas de Casa
Forte/Parnamirim (CFP), Engenho do Meio (EM) e BiemsTeimosa (BT), onde foi realizado o
experimento, no periodo de dezembro de 2004 a derate 2006.

Fonte: Acioli, (2007); Regist al.(2008).

5.4.1.2.10vitrampa-controle (OVT-C)

Ovitrampas-controle (OVT-C) modelo descrito por Reqg al. (2008) e Lenharet al.
(2005), ja referidas no item 3.1 daphrte, foram utilizadas nas estratégias testanl&enife.
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As OVT-C diferiram das utilizadas em Moreno nosuseigs aspectos: vasos com capacidade
para 2,5L, contendo 2L de infusdo de graminea g @dados com 4,0 g de biolarvicida, trés
palhetas de eucatex (5,0 x 13 cm) (Figura GR),revestidas internamente por tecido em
algodao cru (17,0 cm x 58,0 cm) (Figura 6C). Adrampas permaneceram em campo por
periodos de seis meses ou de um ano, com renodacédusdo, do Bti e das palhetas ou
tecidos, a cada dois meses. As palhetas ou tecabmthidos eram incinerados. Quando

extraviadas as ovitrampas eram substituidas pasiov

Figura 37 - Imagem de satélite de bairros da Regiao Metrtgga@ido Recife-PE.
Nota: (EM) Engenho do Meio, (BT) Brasilia Teimogaf-P) Casa Forte/Parnamirim.
Fonte: Acioli, (2007).
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5.4.1.2.2 Esquemas de distribuicdo das OVT-C

A instalacdo das armadilhas foi precedida pelalgagfo de informacdes a populacéo
local sobre os objetivos e métodos do estudo, édrde carro de som e filipetas explicativas
(REGISet al., 2008). Esta acdo, realizada pelo Programa de Samthéental da Secretaria
de Saude do Recife (PSA/SMS-Recife), teve por mojgfarantir a adeséo e a permissao para
a instalacdo das ovitrampas no maior numero deemplem como esclarecer a comunidade
sobre a participacdo, na operacao, de uma equipapaximadamente 30 soldados do

Exército, previamente capacitados em oficinas.

Primeira Intervencéo de controle (IC-ljealizada no periodo de dezembro de 2004 a abril d
2005 (seis meses), abrangeu todo o bairro do EngdohMeio (EM) e a area de Casa
Forte/Parnamirim (CFP). A meta foi a instalacdo digas OVT-C/imével, na area

peridomiciliar de casas ou no pavimento térreoptédios.

Segunda Intervengédo de controle (IC-Ilpalizada de dezembro de 2005 a novembro de
2006, abrangeu apenas a metade sul do bairro de Nfdta ocasido, o numero de
ovitrampas/imovel variou de duas a, no maximo .20 funcao do tipo e extensdo do imovel.
Os imoveis foram classificados em: residencial dagrande porte (igrejas, escolas,
associagfes e outros com areas extensas) e pdrategso, segundo caracterizacdo do
PNCD. Com a intensdo de minimizar o efeito da ng@ovade mosquitos da parte norte, para a
parte sul, os iméveis de “fronteira”, aqueles |l@alos proximos a linha divisdria entre as

duas partes, receberam até quatro OVT-C.

E importante mencionar que o processo de instalagAmativa das OVT-C contou
com uma equipe de aproximadamente 40 Agentes dieSembiental (ASA), da Prefeitura
do Recife, distribuidos nos bairros destacadosguaaf 36. Esta atividade ndo modificou a
rotina de acdes de controle do PNCD, relacionaddsrénacéo e tratamento dos criadouros

do mosquito, com os produtos VectoB&6 e VectoBacwDG.
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5.4.1.3 Avaliagdo das estratégias de controle asado monitoramento por ovitrampas-
sentinelas (OVT-S)

As informacdes sobre a distribuicdo e densidadelpojnal deAedesspp. nas areas
tratadas foram obtidas a partir de dados do Prdfeistema de Apoio Unificado para a
Deteccdo e Acompanhamento em Vigilancia EpidemicdtdgSAUDAVEL)”. Estes dados
foram colhidos por um sistema de monitoramento inaot através de 80, 100 e 100
ovitrampas-sentinelas (OVT-S) georreferenciadagufa 38), instaladas nos bairros de BT,
EM e CFP, respectivamente, de abril de 2004 a d&i2007.

As ovitrampas-sentinelas, modelo descrito em Regial. (2008), utilizadas para a
coleta sistemética de ovos Aedesspp. apresentaram as seguintes modificagfes cadgsar
a OVT-C: tempo de permanéncia em campo de 28 diadigo de 2,0 g de larvicida
bioldgico, granulado, a base de Bti. As palhettisadas a cada ciclo (28 dias) eram enviadas
ao laboratorio para contagem dos ovos e substiyida novas. Informagdes quanto ao
namero de ovos recolhidos, frequéncia e abundatesaespécies daedespresentes nas
OVT-S foram registradas em um Banco de Dados gBogsada Rede SAUDAVEL
(http://saudavel.dpi.inpe.br), no Instituto Nacibnde Pesquisas Espaciais (INPE), e
disponibilizadas para analises neste estudo (ACIO2007; NAKAZAWA, 2006;
MONTEIRO et al.,2007; REGIt al.,2008).

Alguns aspectos particulares e descritivos do neetmino: aceitacdo da ferramenta
pela comunidade, integridade da armadilha, quathdidie palhetas e/ou tecidos incinerados,
percentual de ovitrampas secas e quantidade realake foram inferidos a partir de uma
amostra de aproximadamente 3% dos iméveis que esmabas OVT-C, instaladas no
primeiro momento de intervencao (IC-l), realizade dezembro/2004 a abril/2005. No
segundo momento, (IC-1l), que ocorreu de dezemb@&%2a novembro/2006, apenas alguns

destes aspectos foram reavaliados.

Para avaliar o impacto das acfes de controle spbieel de infestacdo das areas, 0
namero medio de ovos foi calculado considerandcerelites periodos, cada um
compreendendo um numero variavel de ciclos deadieibvos. De acordo com 0s momentos

de intervencao referidos no item 3.4.1.2, foramaledecidos os seguintes periodos:
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Monitoramento IC-I: pré intervencdo de abril a novembro de 2004 (1°8acciclo);
intervencao de dezembro/2004 a abril/2005 (9° 8pel Pos intervencdo de maio a novembro
de 2005 (14° ao 21°).

Monitoramento IC-II: pré intervencdo de maio a novembro de 2005 (1423&ociclo),
intervencdo de dezembro/2005 a dezembro/2006 (2359 e pés intervencdo de janeiro a a
abril de 2007 (36° ao 40°).

Da mesma forma, para avaliar o efeito da variad@dagmétrica sobre a densidade de
ovos deAedesspp. foram considerados trés periodos: a) tramsogAnpreendido de janeiro a
abril, caracterizado por chuvas esparsas e intepsaluvoso, de maio a agosto, com chuvas

intensas e frequentes e c) seco, de setembro mbdezecom chuvas raras.

5.4.1.4 Andlise estatistica:

Para analise comparativa das variaveis quantisgtfeaaplicado o teste de Analise de
Variancia (ANOVA). Para testar os contrastes, fiicado o teste de Levene para verificar a
suposicdo de homogeneidade das variancias, e antaegteste de Tukey ou de Tamhane.
Todas as conclusdes foram tomadas com significateia%. A analise espacial foi feita a
partir da associacdo dos dados geogréficos e oroldee ovos em cada area atraves do
estimador de densidade Kernel, que a partir dasnécdes das 80 ou 100 OVT-S é capaz de
estimar a infestacdo para a area como um todopdemaapas situacionais onde podem ser
evidenciados os “hot spot” pontos mais criticosnflestacéo. Esta analise foi feita usando o

programa livre TerraView (www.dpi.inpe.br/terravie®ONTEIRO et al.,2005).

Um total de 3.685 OVT-C (4.140 armadilhasfkiioi instalado em Engenho do Meio
(EM) e 1.917 (1.638 armadilhas/Krem Casa Forte e Parnamirim (CFP), no IC-I (dezemb
de 2004 a maio de 2005). Mais de 3.000 imoveisniokasitados nas duas é&reas. Os
percentuais de recusa a instalacdo da armadilamfde 3,8% em EM e 9,0% em CFP.

A analise de uma amostra de 160 imoveis com OVTeStrmu que cerca de 5% delas

foram extraviadas, em cada ciclo de 60 dias. Apdgsmoeiro ciclo de coleta massiva de ovos,
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de dezembro/04 a janeiro/05 (periodo mais sec®gruobu-se uma elevada porcentagem de
ovitrampas secas nas duas areas, EM (87%) e CBB),(éatretanto, a maioria das palhetas
se apresentava Umida ao ser retirada da armaditil®e sugere que estavam ainda funcionais
ao final dos 60 dias em campo. Nos ciclos seguimtgsercentual de ovitrampas secas foi

inferior a 10% nas duas areas.

Figura 38 — Visualizacdo dos pontos onde foram instaladas ak@tadilhas de oviposicdo para o
monitoramento populacional dedesspp. no bairro Engenho do Meio, Recife/PE.
Fonte: Acioli, (2007).

5.4.2 Resultados

O indice de positividade das OVT-S (IPO) se mangenarior a 95% nos dois bairros
estudados. Aproximadamente 60% das armadilhasacahetmais do que 200 ovos Aedes

spp por ciclo de 60 dias (Tabela 16).

Estimativas feitas a partir das OVT-S indicaram egearmadilhas coletaram em
média 880,3 ovos/ovitrampa em EM e 980,2 ovos/avigfa em CFP, ao longo dos seis

meses de sua permanéncia em campo. Extrapolagfeesdem base nestes dados sugerem
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gue cerca de 8.000.000 ovos podem ter sido reme@doEM e 5.000.000 ovos em CFP, no
periodo estudado (Tabelas 17 e 18).

A comparacdo do numero médio de ovos coletadoONasS mostrou densidades
similares nos trés bairros no periodo pré-interien¢Tabela 19). Os valores foram
significativamente menores em EM (p<0,001) e CFRO@3) apos a instalacdo inundativa
das OVT-C (Tabela 19).

A flutuagdo populacional déedesspp. observada em BT, area ndo submetida a
intervencdo com OVT-C, indica que ocorre anualmamecrescimento populacional que tem
inicio em janeiro, atingindo seu apice de junhogasto, seguido de uma diminuicdo

progressiva até dezembro (Figura 39).

Durante a utilizagcdo das OVT-C no IC-I (dez/04 @) a densidade de ovos em EM
permaneceu, até abril, abaixo da média calculada gdoairro (Figura 40). Em CFP, onde
uma concentracdo menor de OVT-C foi utilizada, astttade de ovos sofreu uma reducao
significativa (p<0,001) quando comparada a BT (&ea intervencdo), mas os valores, na
maioria das vezes, permaneceram acima da médimaesti para a area e foram
estatisticamente maiores (p<0,001) do que os ocadesvem EM (Figura 40). A diminui¢ao
no nivel de infestacédo dos bairros tratados, EMFB,@o término do periodo de intervencéo
(abril/l05) também foi constatada em termos de idistfdo espacial, de acordo com a
densidade Kernel, que evidenciou a eliminacdo dazde elevada infestacdo nas duas éreas,
sobretudo em EM (Figura 41). A remocdo massiva des ale Aedesspp. parece ter
repercutido mesmo quando as OVT-C ja ndo estavamaemo, haja vista que as meédias do
periodo pos intervencao para EM e CFP também fergnificativamente menores (P<0,001)
do que as de B{Tabela 19; Figura 41).

Na IC-1l (dez/2005-nov/2006) foram instaladas poumcais de 2.700 OVT-C em
aproximadamente 1.000 imoveis, localizados na martele EM. O percentual de recusa a
instalagcdo das OVT-C, nesta ocasido variou de B&8B®O% (Tabela 20), e ndo diferiu do
observado na IC-I. Da mesma forma, a perda de O\ib£dois momentos de intervencao

também foi similar, e totalizou 3,7% para a IC4,2% para a IC-II.
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Na Tabela 21 sdo mostradas estimativas da quaatidad ovos provavelmente
removidos pelas OVT-C em cada ciclo de 60 dias @ereodo acumulado de um ano. A
média geral de ovos coletados nas OVT-S neste ntonfenestatisticamente maior (P =
0,02) (1.141,7 £ 1.213,7) do que a observada nla(834,6 + 1.188,1) (Tabelas 19 e 22). As
extrapolagcbes com base nestes dados sugerem gsi@lend8.000.000 de ovos tenham sido
incinerados, neste periodo (Tabela 21).

Tabela 16.Parametros utilizados para avaliacdo de uma aanda# ovitrampas-controle no processo
de coleta de ovos dkedesspp. nos bairros de Engenho do Meio (EM), CasaeF®rParnamirim
(CFP), Recife-PE, no periodo de dezembro de 2GMtibde 2005.

Ovitrampas-controle com ovos dé\edes

NUmero de ovos

Areas N° ovitrampas IPO* (%) <50 50< 200 >200

EM 203 203 (95,7%) 17 (8,4%) 61 (30%) 125 (61,6%)
CFP 128 127 (99,2%) 11 (8,7%) 23 (18,1%) 93 (73,2%)
Total 331 330 28 (8,5%) 84 (25,5%) 218 (66,0%)

indice de positividade de ovitrampas.

Tabela 17 —Estimativa do numero de ovos dedesspp. potencialmente removidos do bairro do
Engenho do Meio durante a coleta massiva de owos,ovitrampas-controle, no periodo de dez/2004
a maio/2005.

Ovitrampas-Sentinelas Ovitrampas-controle
Ciclos de coleta N°*  Ovos/ciclo N° médio ovos Ne° N° estimado de
massiva de ovos
ovos
Dez-04/ Jan-05 170 49.417 290,7 3.671 1.0677159
Fev/Mar/05 167 59.756 357,8 3.493 1.249.795,4
Abr/ Mai/05 172 338.895 1.970,3 3.332 6.565.039,6
Total 509 448.068 880,3 8.881.994 4

!Numero de ovitrampas.
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Tabela 18 —Estimativa do numero de ovos Aedesspp. potencialmente removidos dos bairros de
Casa Forte/Parnamirim durante a coleta massivavdg, com ovitrampas-controle, no periodo de
dez/2004 a maio/2005.

Ovitrampas-Sentinelas Ovitrampas-controle
Ciclos de coleta N°*  Ovos/ciclo  N° médio ovos No N° estimado de
massiva de ovos ovos
Dez-04/ Jan-05 169 118.789 702,9 1.914 1.345.350,6
Fev/Mar/05 167 175.291 1.049,6 1.755 1.842.048,0
Abr/ Mai/05 170 201.887 1.187,6 1.616 1.919.661,
Total 506 495.967 980,2 5.106.560,2

!Numero de ovitrampas.

A comparacado da evolucdo temporal da infestacadaioos de BT e EM, em 2006,
revela que a presenca das OVT-C restrita a pattedcsibairro, ndo evitou o crescimento
populacional deAedesspp esperado para os meses de junho a agostoa(Bgu O nimero
médio de ovos coletados nas OVT-S em EM-S ndoidifestatisticamente de EM-N nos

diferentes periodos da intervencéo (Tabela 22).

Tabela 19— Numero médio de ovos coletados em ovitrampasrsdas (OVT-S) instaladas nos
bairros de Engenho do Meio (EM) e Casa Forte/PadrimarfCFP) durante a utilizacdo de ovitrampas-
controle (OVT-C) para a coleta massiva de ovo\eéeesspp, no primeiro periodo de intervengéo
(IC-1), de dez/2004 a abril/2005. O bairro de Bradieimosa (BT) ndo recebeu OVT-C e foi utilizado
como testemunha.

Bairro N° médio de ovos/OVT-S

) o i
Periodo S N° OVT-S (+ DP) Valor p
CEP 754 896,6 (+ 956,3) 090
Pré-intervencdo  EM 869 826,9 (£ 673,7) 0,09
BT 629 891,9 (+ 771,7)
CFP 584 933,2 (+ 964,2) 0.002
Intervencéo EM 593 841,6 (+1.188,1) < 0,001
BT 538 1.129,7 (+ 1.105,4)
CFP 990 772,8 (+ 703,2) < 0,001
Pés-intervencédo EM 496 1.350,2 (x 1.316,2) < 0,001

BT 436 2.050,1 (+ 1.794,2)




Tabela 20- Parametros utilizados para avaliagcdo da aceitdgdnstalacdo das ovitrampas-controle para cdeetavos déedesspp. pelos habitantes
do bairro de Engenho do Meio (EM), Recife-PE, ndgak de dezembro de 2005 a dezembro de 2006.

Ciclos de coleta massiva de ovos N°de imdveis Recusa$ N° armadilhas N° palhetas N° de tecidos
(Periodo) visitados (%) instaladas incineradas incinerados
1° (28/11/05 a 30/01/06) 1.167 2,9 2.700 5.157 -
2° (30/01 a 07/04/06) 1.327 3,4 2.557 6.960 -
3° (07/04 a 02/08) 1.301 3,9 2.603 1.003 1.549
4° (02/06 a 11/08/06) 1.266 4,7 2.551 284 1.611
5° (11/08 a 06/10/06) 1.111 5,0 2.524 710 1.816
6° (06/10 a 15/12/06 912 1,8 2.239 66 1.757

"Iméveis cujos moradores ndo quiseram participaestodo;Ciclo em que as palhetas de Eucatex foram sulskiyior tecido de algodao cru.

140
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Tabela 21 —Estimativa do numero de ovos Aedesspp.potencialmente removidos da parte sul do
bairro do Engenho do Meio apos a utilizacdo derawipas-controle (OVT-C) para a coleta massiva
de ovos, no periodo de dez/2005 a maio/2006.

Ovitrampas-Sentinelas Ovitrampas-controle
Ciclos de coleta N°'  Ovos/ciclo N° médio ovos N©? N° estimado de
massiva de ovos ovoSs
Dez-04/ Jan-06 163 91.652 562,3 2.863 1.609.864,9
Fev/Mar/06 162 69.688 430,2 2.719 1.169.713,8
Abr/ Mai/06 149 173.476 1.164,3 2.752 3.204.153,6
Jun/jul/06 242  468.760 1.937,0 2.793 5.410.041,0
Ago/set/06 162 207.691 1.282,0 2.689 3.447.298,0
Out/nov/06 169 174.718 1.033,8 2.408 2.489.390,4
Total 1.047 1.185.985 1.132,7 16.224 17.330.461,7

'Numero de 0vitrampa§l,\IL’Jmero representativo do somatorio das ovitrampasrelas e as ovitrampas-controle.

Tabela 22 — Numero médio de ovos coletado em ovitrampadrs#as (OVT-S) instaladas nos
bairros de Engenho do Meio (EM) durante a utilizagé ovitrampas-controle (OVT-C) para a coleta
massiva de ovos deedesspp., ha parte sul do bairro, no segundo periedmtérvencéo (IC-Il), de
dezembro/2005 a novembro/2006. A parte norte docdh@EM-norte) e Brasilia Teimosa (BT) ndo
receberam OVT-C e foram utilizadas como testemunhas

Local

Periodo N° OVT-S* N°médio de ovos (+ DP) Valor p
EM-sul 589 1.173,0 (1.338,9)

Pré-intervencdo EM-norte 345 1.235,8 (1.306,2) 0,483
BT® 661 1.732,2 (1.605,6) 0,061
EM-sul 604 1.141,7 (1.213,7)

Intervencéo EM-norte 531 1.188,8 (1.225,3) 0,580
BT 928 1.589,1 (1.399,0) 0,000
EM-sul 232 1.264,5 (1.061,3)

Pés-intervengdo EM-norte 199 1.140,1( 992,3) 0,210
BT 294 1.741,0 (1.525,3) 0,000

INUmero de 0vitrampa§|,\|1]mero representativo do somatdrio das ovitrampasirelas e as ovitrampas-controle.

A andlise da distribuicdo espacial do mosquito ena @rea sem intervencdo com
OVT-C, Brasilia Teimosa (BT), tomando o més delabr 2004, 2005, 2006 e 2007, como
parametro, revela maior infestacdo padesspp., nos dois ultimos anos do que em 2004-
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2005, e com maior dispersao e intensidade de agéstem 2006 (Figura 43). Os mapas
mostram que existiam pontos de grande concentr@dgactor, hotspots (pontos quentes)
no bairro testemunha (BT), em todos os anos. Eneftrggdo Meio, onde coletas massivas
de ovos com OVT-C foram feitas por 5 meses (200pprel2 meses (2006), observa-se
claramente menor intensidade da infestacédo nessesibs (Figura 43). Em 2006, na parte
sul do bairro, onde foram instaladas as OVT-C fieerse, em comparagcédo com abril do ano
anterior no mesmo bairro, que houve manutencaocodtrate. Esta observacao € reforcada
guando se considera que no bairro-testemunho (83ryeu naquele ano, o nivel mais intenso
de infestacdo. EM-sul recebeu, em 2006, uma quaddgidmaior de OVT-C (6.000
armadilhas/Krf) do que a utilizada em 2005 (4.140 armadilhag)Kentretanto a média de
ovos depositados nas ovitrampas-sentinela em 2865,1( + 328,9) foi estatisticamente
menor (P<0,000) do que a de 2006 (521 + 471,2)glaatR).

A analise de regressdo demonstrou uma tendéncigotam de crescimento
significativo da populacédo deedesspp. tanto em BT, area testemunha (p=0,002), quent
EM (p=0,059) (Figura 42). Esta tendéncia tambént@dirmou pela analise espacial de
Kernel (Figura 43).

Com a suspenséao da coleta massiva de ovos pekdeetias OVT-C, em dezembro/
2006, a densidade de mosquitos voltou a crescdgEMrem abril/2007, a média de ovos foi

superior aquela observada em 2004, ano pré-intgdeeffrigura 43).

Ovos deAedesspp foram coletados ininterruptamente com ovitrampas areas
estudadas, demonstrando a presenca constante dmitoo$ monitoramento através da
pesquisa larvaria também revelou a presenga. degyptina maioria dos bairros, exceto em
Casa Forte ao longo de 2004. De acordo com ostadssl de coleta de ovos, a pesquisa
larvaria subestimou a presenc¢aidalbopictusem diversos momentos (Tabela 23).
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Figura 39 - Variacdo longitudinal/sazonal do numero médiamdes deAedesspp observada para os
bairros de Brasilia Teimosa (BT), Engenho do M&idl) e Casa Forte/Parnamirim (CFP), Recife-PE,
ao longo de 40 ciclos de monitoramento por ovitrasrgentinelas, no periodo de abril de 2004 a maio
de 2007.
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Figura 40 - Numero de ovos dBedesspp/ovitrampa sentinela/ 28 dias, coletado enratites areas do Recife,
de abril de 2004 a abril de 2005. A linha horizbimtdica a média geral de ovos para o bairro allivertical
que corta Casa Forte/Parnamirim (CFP), Engenho €io KEM) e Brasilia Teimosa (BT) indica 0 momenio e
que foi iniciada a primeira intervencdo de contyuda coleta massiva de ovosAledesspp nas duas primeiras
areas. O bairro de Brasilia Teimosa foi usado caraa controle. Fonte: REGES al. (2008).
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Figura 41 — Distribuicdo espacial da infestacdo pedesspp observada a partir da densidade Kernel
de ovos, nos bairros de Casa Forte/Parnamirim (CEf)enho do Meio (EM) e Brasilia Teimosa
(BT-area testemunha), Recife-PE. Os seguintes moidoram avaliados: abril/2004 (anterior a
intervengao com ovitrampas-controle/OVT-C) e abdi0'5 (ao final da intervengdo com OVT-C). Os
pontos de maior infestacdo estdo evidenciados petas que variam do amarelo ao vermelho.
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Figura 42 - Analise longitudinal da tendéncia de crescimgyipulacional deAedesspp a partir do
namero médio de ovos coletados nas Ovitrampasasdari (OVT-S), instaladas no bairro de Brasilia
Teimosa (BT) e Engenho do Meio (EM), Recife-PEpadodo de abril de 2004 a maio de 2007.
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Figura 43 — Mapas de densidade Kernel evidenciando a irf@stporAedesspp, a partir da densidade de ovos,nos bairr@&ndenho do Meio (EM) e Brasilia
Teimosa-area sentinela (BT),/Recife-PE. A andlsgmeial foi feita nos seguintes momentos: abrikR@htes da intervencéo com ovitrampas-controleT({@Y;
abril/2005, primeira intervencdo com OVT-C em tadoairro de EM; abril/2006, segunda intervencéo @WT-C, na metade sul de EM e abril/2007, momeptisa
as intervengfes com OVT-C. Os pontos de maior ctrasgio do mosquito estdo destacados em tons delaraavermelho
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Tabela 23— indices de Infestacdo Predial pades aegyptifae) eAedes albopictuAab) observados em bairros do Recife-PE nos am@9d4,
2005 e 2006.

Levantamento de Indice Predial (%)

1° (jJaneiro) 2° (margo) 3° (maio) 4° (julho) 5° (setembro) 6° (novembro)
Bairros/ano Aae Aab Aae Aab Aae Aab Aae Aab Aae AabAae Aab
2004
Casa Forte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Parnamirim 29 0 2,8 0,4 2,4 0,9 2,8 0,5 3,3 0 330
Engenho do Meio 8,0 0 2,5 0 3,9 0 2,2 0 1,9 0 1,9 0
Brasilia Teimosa 2,0 0 0,6 0 0,8 0 1,2 0 1,1 0 1,1 0
2005
Casa Forte/ Parnamirim - - 0,5 0 3,1 0 0,3 0 1,7 9 0, 0,3 0
Engenho do Meio - - 3,3 0 4,6 0 4,7 0 0,9 0 1,7 0
Brasilia Teimosa - - 0,9 0 4.1 0,3 2,4 0 2,7 0 1,0 0
2006
Casa Forte/ Parnamirim 0,3 0 1,6 0 8,2 0,4 3,7 0,94,4 15 1,6 1,5
Engenho do Meio 1,7 0 1,6 0 4.4 0 8,2 1,0 1,6 0 150
Brasilia Teimosa 1,0 0 2.8 0 1,1 0 3,7 0 3,3 0 1,0 0

'Utilizag&io dos valores do LIRA, metodologia baseaalaglomerado de bairros
Fonte: . Sistema de Informacao do Programa de @erde Febre amarela e Dengue (SISFAD), (2008).
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5.5 Discussao

Nossos estudos mostram evidéncias de que a cotiatriicdo massiva de ovos Ale
aegyptiintegrada a eliminagéo ou tratamento larvicida @@sdouros, pode causar um impacto
negativo sobre a densidade populacional destaiesgéc areas urbanas densamente infestadas.
Demonstram, ainda, que 0 uso de ovitrampas-con{@Wr-C) tratadas com Bti, pode ser
operacionalizado em larga escala, no contexto dpigg®s ou grandes municipios, como
Moreno e Recife, com a vantagem de remover grasustidades de ovos, que seriam langados

em diversos criadouros no ambiente.

Ovitrampas autocidas ou letais tém sido utiliza@amsbora em raras ocasioes, desde a
década de 1970. Estudos realizados nos anos 7@ra 8dngapura demonstraram a eficiéncia de
ovitrampas autocidas como medida complementar gamfrole de A. aegypt{CHAN et al.,
1977; CHENGet al., 1982). Utilizada durante um ano no aeroporto de Cingapevau a
erradicacdo do mosquito nesta area (CHAMI., 1977).Posteriormente, Zeichnest al. (1999)
demonstraram que a impregnacao das palhetas desngw@s com inseticidas quimicos, poderia
torna-las letais tanto para as formas jovens qupata as fémeas do mosquito, pelo contato
durante a oviposi¢do. Mais recentemente, a eficgeiavitrampas letais (OL) para controle de
populacdes dé. aegyptitem sido demonstrada em diferentes regides gecagsafPERICHet
al., 2003; RITCHIE, 2005; SITHIPRASASNAL al.,2003; WILLIAMS, et al.,2007).

Santoset al. (2003) e Stoops (2005) constataram que o Bti@aclo as ovitrampas além
atuar como larvicida eficaz, garantindo seu uso emiodo mais prolongados em campo,

também age como estimulante a oviposicadetesspp.

O desempenho da ovitrampa para coleta massivaatetemn sido também aperfeicoado
pela ampliacdo da superficie disponivel a ovipasigdn bairros do Recife, municipio do
Nordeste do Brasil, ovitrampas tratada com Bti,teodo cada uma trés palhetas de eucatex,

coletaram em meédia 722 ovos/ovitrampa/més, conr vadximo de 7.784 ovos em uma Unica
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armadilha (REGI®t al.,2008). Lenhartet al. (2005) também referem um aumento de trés vezes

na capacidade de coleta da ovitrampa, quando@stvéstida internamente com tecido.

No estudo IV realizado em Moreno, o uso do lanacmolégico para o tratamento de
criadouros associado a coleta de ovos com ovitrasopatrole levou a uma diminuicdo de
aproximadamente 40% da densidade de ovo&ediesspp., nos bairros de NSF, MAS e NSG,
enguanto que no bairro controle (Centro) foi regdst um aumento de 100% na densidade de
ovos. Estes dados sugerem que a reducdo de ovadoisoprimeiros ciclos pode estar mais
relacionada a uma melhor cobertura larvicida, testé da diminuicdo dos intervalos entre
aplicacbes do Bti nos depdsitos, do que a remogEsira de ovos nas areas tratadas. Embora
seja impossivel analisar as duas variaveis de fandependente, o efeito da remoc&do de ovos
parece ser mais claro a partir do 3° ciclo de aplésto o nimero de ovos/OVT/dia permaneceu

igual ou menor do que o observado no 1° ciclo, apeas areas sob intervencao.

Nos bairros de Moreno, a maior reducdo na densidadevos, da ordem de 75%, foi
atingida no 2° ciclo, ou seja, cerca de 70 dias apiicio das intervenc¢des de controle. Nos
meses subsequentes a reducdo ficou proxima a 408tes Besultados indicam que
provavelmente novos criadouros sugiram na are@ e guessao de repovoamento foi mais forte
do que a de controle. Logo, a manutencao ou o aamam da efetividade das acbes sé seria
atingido se ampliada a cobertura do tratamentaclidey ou a eliminacao fisica dos criadouros
recém introduzidos nas areas. Alguns modelos pilddtadns estimam que a eliminagéo de 90%
dos criadouros em uma é&rea, associada a elimindedovos através de armadilhas de
oviposicao, promoveriam uma reducdo na abundamch degyptida ordem de 96%, ao final

de 42 dias de intervencao (KNIPLING, 1970).

A manutencédo de percentuais elevados de positiidad ovitrampas-controle durante o
periodo de intervencdo denota que as armadilhasogenam com os criadouros presentes no
ambiente, mas indica, a0 mesmo tempo, que a epa@npregada ndo causou impacto
significativo sobre a distribuicdo espacial Aledesspp naquelas areas. Isto pode significar que

houve apenas uma reducdo na quantidade de fémstas aebientes, ou seja, é possivel supor
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gue a densidade de fémeas encontrada em um im§aeb\dtrampa coletou mais de 1.000 ovos

é técnicamente diferente da observada em um caetadaferior a 100 ovos.

Quando as ovitrampas-controle foram utilizadasadé ininterrupta em NSF-Moreno,
desde 2003 até 2007, mais uma vez foi constatadieito de reducéo da densidade de ovos, com
manutencdo de percentuais elevados de positividaslevitrampas. Isto revela que a populacéo
local deA. aegypticontinuou bastante disseminada na area, porémaeashbdensidades, o que
confirma o comportamento de dispersdo de ovos &redies criadouros como uma estratégia
de sobrevivéncia desta espécie. Por outro ladamssiyel que a pressédo de controle imposta,
embora sustentada por longo periodo (quatro am@g), tenha sido suficiente para causar
impacto maior, tornando-se, portanto, necessatiengificar a eliminacdo de criadouros e
aumentar o numero de ovitrampas-controle para nedulzstancialmente a distribuigcdo do vetor

no bairro.

Nos bairros do Recife, a estratégia de eliminac&@ssima de ovos com OVT-C,
implementada de dezembro/2004 a abril/2005, causoa reducdo significativa, porém
temporaria, da populacdo de aegypti durante o periodo de janeiro a abril. A estratdgi
eficiente tanto em Engenho do Meio (EM), quantoGama Forte-Parnamirim (CFP), quando os
dados de densidade de ovos sdo comparados com ws @airro sem intervencdo, Brasilia
Teimosa (BT). A comparagdo entre as areas tratadatrou que os efeitos foram muito mais
acentuados em EM do que em CFP. Esta diferengke foerta forma esperada, visto que em EM
foram usadas duas vezes mais armadilhas do qud=Bmb@irro com predominéncia de imoveis
verticalizados, onde a recusa & instalacdo de divaadoi maior e a area de cobertura, el m
foi menor, visto que as OVT-C foram instaladas agemo pavimento térreo. Um dos poucos
estudos sobre a distribuicdo vertical Aleaegyptidemonstrou que esta espécie pode colonizar
criadouros localizados a mais de 25 m do solo, @a, ® uma altura compativel com a de
edificios de trés ou mais andares (CHADEE, 2004).

Os resultados obtidos em EM com uma concentrag®00 OVT-C/kni, demonstram
gue a coleta-destruicdo massiva de ovoeesatraveés de ovitrampas-controle, iniciada em

dezembro de cada ano e mantida por no minimo aimeses, pode prevenir o crescimento
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populacional explosivo do mosquito nos primeiros@sedo ano, periodo geralmente associado a
maior concentracdo de casos de dengue (TEIXHERA., 2005). Os resultados mostram que a
area volta a ficar densamente infestada quandovds@sé&o retiradas de campo, mesmo apos
um ano de uso. E importante ressaltar que o usta desdratégia requer um sistema de

monitoramento populacional capaz de indicar pedaxiiticos.

Nossos resultados sugerem que as OVT-C utilizaslagrande quantidade no inicio da
estacdo seca podem reduzir de forma mais eficentisseminacdo dos ovos em campo e ao
mesmo tempo aumentar a pressao de controle antapadecimento das primeiras chuvas de
verdo. Alguns estudos supdem que a baixa predipitaerificada em determinadas regides
brasileiras durante os meses mais quentes do gno seemento desencadeador do crescimento
populacional dededesspp, cuja tendéncia € o aumento exponencial egéfuda ativacdo dos
ovos quiescentes, a medida que as chuvas se toma@nireqientes (REGI& al., 2008; RIOS-
VELASQUEZ et al.,2007.

De acordo com Knipling (1970) a eficiéncia da @ntpa parece ser inversamente
proporcional ao niumero de sitios competidores nioi@mte. Assim, seria incorreto pensar que o
uso exclusivo de ovitrampas sem a eliminagdo dadauros reais e potenciais ou sua protecao
contra a colonizacdo d® aegyptipossa levar a uma situacdo sustentavel de con@hknget
al. (1982) referiram resultados similares aos encdagaem nossos estudos, utilizando trés
ovitrampas autocidas/imovel, em uma area urbartdodston/Texas. Em experimento realizado
no Rio de Janeiro, Peridt al. (2003) utilizaram, maior concentracdo de ovitrasalegais (OL)

(10 por imovel) e observaram, apos trés mesespquenerode fémeasle A. aegyptcoletado

nas casas com OL foi, no minimo, trés vezes memgue nas casas da area controle. Os autores
observaram ainda que a reduc¢éo foi mais rapidage Gom menor nimero de criadouros no
ambiente, indicando que estas armadilhas podemnaier eficientes quando integradas a acdes
de programas com participacdo comunitaria na etigiia de criadouros. Sithiprasastaal.
(2003) empregou 0 mesmo modelo de ovitrampa Iptal,periodos maiores (sete meses) em
vilas da Tailandia e também registraram a eficerd® ovitrampas letais no controle Ae
aegyptj concordando com Perigh al. (2003) sobre a importancia de reduzir, simultarezde

a presenca de criadouros no ambiente. Ovitrampeais [ém sido utilizadas em associacdo com



Aedes aegyptDiptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MIBANTOS, M.AV. 153

acOes para eliminacédo de criadouros e aplicacédorhiciliar de piretréides no programa de
controle da dengue no norte de Queensland/Austddgde 2004 (RITCHIE, 2005). Willianes

al. (2006) sugerem que quatro OLs/imoOvel seria o nanteal de armadilhas, no contexto local
da Austrélia. Experimentos em laboratorio e camytitizando OLs tratadas com o piretroide
bifenthrin, revelaram que estas armadilhas recetvemos oviposicdo do que ovitrampas nao
tratadas, e parece ser menos aceita como sitiogiglesicdo, ndo apenas em termos do nimero
de ovos postos, mas também na probabilidade cumaulde se tornar positiva, no tempo
(WILLIAMS et al. 2007). Os autores reconhecem que estes achadesresyestudos mais
controlados que reavaliem o impacto especifico @bs sobre as populacfes naturaisAde
aegyptide Queensland. Segundo Ferrari (1996), a resiat@&wenportamental aos inseticidas
guimicos apesar de ser de dificil mensuracdo, pedearacterizada pela observacao repetida do

comportamento de recusa do inseto-alvo aos sititeelbs com o inseticida.

Nossos resultados demonstram a eficiéncia de den#aivavés da coleta-destruicao
massiva de ovos com ovitrampas tratadas com Bujue o impacto sobre a densidade
populacional do mosquito depende da quantidadevde destruidos e consequentemente da
abrangéncia e do tempo de uso das armadilhas erpocafermitem ainda afirmar que
estratégias direcionadas a coleta e eliminacdo wis de A. aegyptisdo de fundamental
importancia em programas de controle, diante dessstade de impedir a permanéncia de
populacbes do mosquito, sob a forma de ovos doememo ambiente. Acbes dirigidas,
simultaneamente a eliminacéo e controle ostensveriddouros larvarios e eliminagdo de ovos

pode levar a reducdo progressiva e sustentavedrgadade populacional deste culicideo.

Em seu conjunto, os resultados deste estudo sabiighpossibilidade e a importancia de
utilizar as OVT-C como um instrumento com poteng@ara estimular o engajamento das
comunidades, pela adocdo destas armadilhas vigadaguras, destinadas ao recolhimento e
destruicdo massiva de ovos do mosquito, aliada@ssapara eliminacao de outros criadouros

potenciais do ambiente domiciliar.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir:

6.1 Quanto ao monitoramento populacional déedes spp. através de ovitrampas:

Os modelos de ovitrampa testados neste estudo fefmentes para o monitoramento

populacional dé\. aegyptie A. albopictusem area com baixo ou elevado nivel de infestagao;

Ovitrampas tratadas com Bti sdo eficientes parawoiteramento continuo deedesspp. em
areas urbanas infestadas, com sensibilidade ptetaleflutuacdes temporais na densidade
populacional e identificar locais com maior concagdio populacional do mosquito. O
modelo contendo 2L de infusdo de garmineas mos$eyuapropriado a periodos de

monitoramento continuo, inferiores a 28 dias;

Os indices estimados a partir de ovos revelaramaaeplevada infestacdo paedesspp.
nos bairros estudados em Recife e Jaboatdo dosrGpas nos anos de 2001 a 2007, em

discordancia com os indices prediais baseados squisa larvaria.

A. aegyptié a espécie predominante na maioria das areatadas) exceto em alguns bairros

com grande cobertura vegetal, onde a frequiéncha dibopictusfoi maior;

Observa-se um padréo de distribuicdo espacial oot® fendéncia a agregacéo dos imdveis
mais intensamente infestados gardesspp. e a distribuicdo aleatdria no caso de imoveis

negativos.
6.2 Quanto ao biolarvicida:
A avaliacdo de diferentes lotes do p6 técnico Ant® indica reprodutibilidade das

condicbes de producdo. Pequenas variacbes daaalévitbxica observadas ndo tiveram

influéncia sobre o desempenho do produto em campo;
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O péb técnico e o comprimidAntilarv® sdo igualmente eficientes para o controleAde
aegypti e apresentam atividade larvicida residual proldagade até seis meses, em

recipientes nédo expostos ao sol;

Dos fatores renovacédo de agua, densidade lanaalia;fo solar apenas este Ultimo reduziu a
atividade residual do produto;

Esporos do Bti séo capazes de se reciclar em criaslaleA. aegypti mantendo a atividade

larvicida no ambiente tratado, por periodos prooiog.

6.3 Quanto ao uso de ovitrampas-controle associada outras estratégias de controle:

A coleta e destruicdo massiva de ovosAdeegyptiintegrada ao tratamento larvicida dos
criadouros, exerceu impacto negativo sobre a dadeigopulacional desta espécie, em areas

urbanas densamente infestadas;

A estratégia baseada no uso das ovitrampas-contarieperiodos curtos (cinco a doze
meses) pode promover uma redugcdo importante, por@mporaria da densidade
populacional dé&edesspp.;

A estratégia baseada no uso continuo das ovitraogrdsole por periodos mais longos (4

anos) resultou em reducdo progressiva e sustentavelensidade populacional dedes

SPP-;

A eficiéncia de controle complementar Aledesspp. por ovitrampas depende da quantidade
de ovos destruidos e consequentemente da abraagédaitempo de uso das armadilhas em

campo, bem como dos resultados das demais ac@esiiele.

O Bti granulado nas concentracdes avaliadas garantiso continuo e seguro das OVT-C

em areas urbanas infestadasAedesspp., por periodos de até 70 dias;
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1. Introduction

The discovery ofBacillus thuringiensisserovar.israelensis(Bti) toxicity against dipteran
larvae (Goldberg and Margalit, 1977; De Barjac, 893nd its utilization, a few years later, in
vector control programs (Becker and Rettich, 199dugard et al., 1997, Mardini et al., 2000),
has marked the history of disease vector contregi®Ret al., 2001). More than two decades
later, a solid amount of knowledge has been accatedilon Bti that confirms, among other
things, its safety upon continuous large-scaleiegfbn. Another relevant fact about Bti is that,
after being utilized for more than two decadesha field, no resistance has been detected in
target insects exposed to this biolarvicide. Howgdata about the persistence of Bti larvicidal
activity in aquatic habitats colonized Bgdes aegyptre still contradictory, since results show
persistence records ranging from one week to sirthso(Mulla et al., 2004; Benjamin et al.,
2005; Lima et al., 2005a; 2005b; Armengol et 800& Araujo et al., 2007; Setha et al., 2007).
This variation has been attributed to many factstgh as the type of larval breeding site,
characteristics of the formulation and sun expositiBecker et al., 1992; Nayar et al., 1999;
Lima et al., 2005a; 2005b; Aradjo et al., 2007).

Currently, there are more than a dozen industadlti products available in the market,
found in different formulations. The majority ofetbe products contain bacterial spores and
crystals as the active components (Becker, 200@ickg02000).Since 1991, the use of these
products in potable water has been considered lsaf&/HO (WHO, 1999), however, a few
countries such as Germany, have utilized produasgd on unviable spores for culicine control
programs (KABS) (Becker et al., 1991; Becker 2002)hese cases, the use of unviable spores
formulations is to ensure environmental safetyunegl by local laws, and to make these type of
insecticides more acceptable by the population KBec2002). The limitations on the use of
formulations based on unviable spores lie on tigé keost for their production and the possible
loss of products toxicity, due to the methods zgii to prepare them (Becker, 2002; Couch,
2000). Importantly, a possible extra disadvantapsuch products would be the lack of any
recycling activity, present only when viable spoeasst.

Our study aims to evaluate the recycling capacitt in A. aegyptibreeding containers
treated with an experimental product containindghezitviable spores or high percentage of

inactivated spores. Additionally, the influenceather variables such as larval density, spores
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concentration and water replacement on the pensistef Bti larvicidal activity under simulated

field conditions is evaluated.

2. Material and Methods

Insects: first (L1) or forth (L4) larval instars oRedes aegyptoriginated from the Recife
laboratory colony (RecL strain) were utilized inettexperiments. This colony has been
maintained in the insectary of CPgAM/FIOCRUZ sirk®96 under standard conditions:°26
2°C, 65-85% relative humidity, 12/12 light/dark cyclearvae were daily fed with sterile
homogenized cat food (Whiskags

Bti product: two formulations of an experimental product basedBti-IPS82 were tested:

tablet and technical powder. Both formulations eored potency of 750 ITU/mg, weighted 250
mg and possessed 15% (w/w) of the active ingredi@fjt This material was produced by
Biotecnologica Industria e Comeércio Ltda (BIOTICQM)

Inactivation of spores by gamma radiation: To get the irradiated-technical powder, five
samples containing 2 g of technical powder recetedfollowing treatments: 0 (control), 16,
18, 20, and 30 Kilogray (KGy) of gamma radiatioor, & maximum period of 7.5 h. For samples
irradiation, a cobalt 60 source in the NordionGarmetia220 irradiator was used, located at the
Instituto de Pesquisas Energéticas e NucleareN|lPEo verify the effect of different gamma
radiation doses upon Bti spores viability, two séapf 100ul from a 100 mg/ml solution of
each irradiated product were plated in nutritivaragedia (NA). Plates were incubated at 30°C
for 24 h, according to the protocol described bgk&e (2002). The microbiological viability of
irradiated samples was determined by the numbdraoferia colonies in plates, expressed as
colony-forming units (CFU/ml). The relation of CRal/with the radiation dose was analyzed by

linear regression (Software R, versdo 2.1.1).

Evaluation of gamma radiation effects upon larvicidl activity: the toxicity of irradiated
samples was estimated through bioassays perforowedding to the methodology described by

De Barjac and Larget-Thiéry (1984) for Bti. Homogens groups of L4 larvae were put in



Aedes aegyptDiptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MIBANTOS, M.AV. 186

plastic cups containing 100 ml of distilled watedareated with seven different concentrations
of irradiated products. Each concentration wasetest triplicate. Three cups containing larvae
received no treatment and served as the controipgrbhese assays were repeated three times.
The larval mortality observed at 24 h upon pathogeposure was used to obtain the lethal
concentrations for 50% (Lgg) and 90% (LGg) of larvae by linear regression log-Probit (SPSS
8.0 for Windows, 1997). The relation betweensg @nd gamma radiation dose was also analyzed

by linear regression considering a 5% significantl.

Trials under simulated field conditions (SFC): the products were tested according to the
methodology described by Melo-Santos et(2001). Experiments were performed under the
shade, inside a greenhouse (98).nTransparent plastic containers (56.4 x 38.5 xL3¥m)

covered with screened lids were filled with 50 Ltap water and treated with one tablet or 250
mg of the technical powder or irradiated-technpaivder. Each experiment was carried out in
triplicate and 3 containers were left untreatec @sntrol. The temperature and water pH were

registered 3 times per week.

Effects of variables upon bacterial recycling: Larval density and presence of active or
inactivated spores were evaluated as variables ugamterial recycling. To evaluate larval

density effects, a batch of 50 L1 larvae was inioadi in test containers treated with tablet,
either weekly or monthly. In this case there wasnaber replacement. The effects of active or
inactivated Bti spores were tested in containeeatéd with technical powder or irradiated-
technical powder. For that, a batch of 50 L1 larwaes introduced weekly in each recipient and
20% of the water volume was replaced 3 times peskwm this case, water was flowed out of
the containers through a jacket, and the same wloimfresh water was added back, as
described by Araujo et al. (2007).

Follow-up of larvicidal activity under SFC: the larvicidal activity was evaluated through the
following parameters: a) initial efficacy — estiradtby larval mortality in the first 48 h after

product application, with the introduction of 50uyg L4 per container; b) persistence — defined
as the period (days) in which larval mortality wa80% and estimated by the number of live

pupae recovered after introduction (weekly or miytlof 50 L1 per container. For results
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analysis, the nonparametric Mann Whitney test\iar samples was used through SPSS 8.0 for
Windows (1997), considering a 5% significant level.

Determination of Bti spores concentration in treate containers: spores were counted
periodically in samples taken from containers w&datvith technical powder or irradiated-
technical powder in order to monitor the bactegadwth. In recipients treated with tablet that
received a batch of L1 weekly or monthly, the spomacentration surveillance was aimed at
investigating the influence of different amountdafad larvae on Bti growth. Samples of 5 ml of
water were collected from 3 different spots of bwétom of containers at 24 h, 7 days, and 30
days after Bti application. When necessary, thepdasnwere serially diluted before the thermal
shock at 80°C for 12 min, used to eliminate vedgetaibrms. Samples of fil of the 16, 10%,

102 or 10° suspensions were plated in 5 distant places ista @sh containing nutritive agar
and incubated at 30°C for 24 h. Bti colonies wenented and the results, transformed in colony-
forming units (CFU/ml), were analyzed through tmeggam DIFMED. The average of CFU/mlI
obtained in different time points was compared ulgio student’d-test, with a 5% significant

level.
3. Results
Effects of gamma radiation upon Bti toxicity and spres viability

Regression analysis of spores viability in sampieated with 16, 18, 20 e 30 KGy of gamma
radiation revealed a negative correlation betwéeramount of viable spores and radiation dose
(r =-0.9) (Fig.1 and Table 1). The two highest dossluced 99.9% of viable spores. Bioassays
against L4 larvae showed that the gamma radiatased a 20-83% lost of larvicidal activity,
when compared to the Is6(0.26 mg/L) of the non-irradiated material (Takh)e This reduction
in toxicity was clearly dose-dependent (r = 0. FHy(1).

The SFC were performed with samples treated witlK&Q of gamma radiation, since this
was the dose that caused the largest reductioraiblevspores (99.9%) combined witie least
reduction in larvicidal activity (Table 1), withraean LG, of 0.45+ 0.07 mg/L. The irradiated-

technical powder caused 90% of larval mortality?2ath after treatment, which was not much
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lower than mortality caused by technical powder%980On the 7th day after the single
treatment, both technical powder and irradiatetttemal powder promoted 100% of larval
mortality that lasted until the end of the expeniad period, i.e. 180 days.

One day after the beginning of the experiment, epa@oncentration in containers treated
with the technical powder was around 5x0FU/ml (Fig. 2). At the 7th day there was a digere
reduction, however the numbers remained higher tag* CFU/ml in the following 6 months.

In containers treated with irradiated-technical gew no Bti colonies were detected in samples
collected at 24 h post-treatment (Fig. 2). From &treday on, however, the presence of viable
spores was registered in all replicates and dinadl points, at concentrations between Zxdiid
7x1¢F UFC/ml (Fig. 2). The bacterial concentration obsenin these containers was, in most
cases, significantly lower than in the containeeatied with technical powder (p<0.05), however
spores concentration at 90 and 150 days aftemtezdtwas not significantly different between
technical powder and irradiated-technical powder3(2 and 3.0, respectively; p >0.05).

Along the experiment, water temperature in contasinaried between 26.3°C and 29.8°C,
and the pH between 6.9 and 8.4.

Effects of the frequency of larval colonization

Persistence of larvicidal activity of tablet, witreekly or monthly larval introduction, lasted
for at least 180 days, causing 100% larval mowtalihis high larvicidal activity was observed
during the entire experimental period and was iedépnt of the amount of larvae introduced in
the containers.

There were no significant differences (p>0.05) pores concentration between containers
colonized with different amounts of larvae (Fig. @®ne day after application of tablet, spores
concentration was 1.3 x 1@nd 7.9 x 1DCFU/ml in containers with weekly or monthly larval
introductions, respectively. In both groups, CFU/intreased at 7 days post-treatment,
decreased at the end of one month, and startedasiog again along 60 days, remaining
elevated (1.2 x TOUFC/ml to 2.8 x 1HUFC/ml) until 6 months after treatment (Fig. 3).

4. Discussion
Experiments conducted with Bti technical powder aabllet under simulated field

conditions indicated the long persistence of th&dweal larvicidal activity of these products
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againstA. aegyptilarvae. This was concomitant with elevated corregioins of viable bacterial
spores during 6 months after a single Bti treatnemecipients periodically colonized with L1
larvae, kept in the shade, and with or withoutqeaid water replacement.

The application of a single dose of 250 mg of técdinpowder, or a tablet in 50 L of
water resulted in a sustained concentration ofsBdres, always higher than*10FU/ml, and
capable of causing the mortality of all larvae adiiced in the containers along 180 days after
treatment. Although similar doses of technical pewdnd tablet were used, clearly there were
differences between the two treatments regardiage¥olution of spore concentration during the
first month after product application. In contamereated with technical powder, the highest
spore concentration was detected 24 h post-treatrdenreasing at 7 days, and stabilizing at
around 10 CFU/mI from the 30th day to 6 months. In the caseblet, as the active principle is
aggregated and thus released slowly, spore coatientin containers treated was the lowest at
24 h and fluctuated during the first month. Froma @9th day on, it stabilized and was similar to
the one observed in technical powder treated rexipi The increase in bacterial concentration
in the period between 30 and 180 days after tradtelearly shows bacterial recycling, since at
180 days post-treatment this concentration wastitf8s higher than the one observed at 30
days.

It is important to point out that although there revedifferences in the initial spore
concentrations, there was 100% of larval mortafityn 24 h to 180 days post-treatment,
independent of the product formulation. These tesslhow Bti recycling, i.e. bacterial growth
and production of toxins in the trophic zonefofaegyptiarvae.

Becker (2002) demonstrated that the total inadgtwabf spores, obtained through a 20.6
KGy radiation dose, caused a 20% loss on produokgity, however he did not analyze
persistence. Here, albeit 100% of spores inactimatias not achieved (and this was necessary to
show recycling activity), a significant loss in drect toxicity was also observed. A comparison
of Bti larvicidal persistence between a partiatigctivated sample (such as the one used here)
and a total-inactivated product would be intergstmpursue.

The results obtained with irradiated-technical pewdeinforce that bacterial recycling
occurred: when the formulation containing only 0.b¥active spores was used, no bacterial
growth was detected in the containers 24 h latewelver, from the 7th day to the 6th month

post-treatment spores concentration wast@QLG® CFU/ml, with sustained total larval control.
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The influence of recycling activity on product srgistence after the 6th day of exposureBon
sphaericusvas also demostrated by Becker (1995).

The recycling capability of entomopathogenic baatef the Bacillus genera, especiallg.
sphaericus,in culicide habitats was documented in the 1980isolas et al., 1987), and its
contribution on the persistence of products ladatiactivity under laboratory conditions was
demostrated in the 1990s (Becker, et al., 1995)nkof the few studies about Bti recycling, Aly
et al. (1985) estimated that at 72 h after Bti giigs, one dead. aegyptiL4 may contain 7x1D
to 14x1d bacterial spores. The observation that toxins yred by recycling events with
complete sporulation cycle do not always reachatieas where larvae feed, led to a decreasing
interest on the subject. It is important to notat ttihe lack of contact between live larvae and
bacteria that multiply and remain at the bottomhabitats, is certainly frequent in the case of
Culex which feed in the water surface. HowevAedeslarvae feed more frequently at the
bottom and walls of containers, thus the ingestibtoxins originated from recycling events is
easier to occur.

SinceB. sphaericusand Bti multiply inside dead mosquito larvae, aaa expect that larval
density in containers treated with these bacteas influence in the recycling process. In our
experiments wherdedeslarvae were introduced in containers either wedklym of 1,200
larvae/container in 6 months) or monthly (300 la/ecantainer in 6 months), there was 100% of
larval control during the 6 month observation peyriand the bacterial concentration was similar
between the two groups, independent of the larealsily. Why was not spore concentration
higher in containers that received 4 times morealacadavers? Although there is not a clear
explanation, our data suggest that 300 dead lapesiecontainer were sufficient to warrant
enough recycling to cause 100% larval control, #rad environmental factors in the habitats
possibly acted as bacteria population size regidaiecker et al (1995) also showed that there
was not a clear influence @fulex pipiendarval density orB. sphaericuspores concentration.
Studies performed under laboratory and field comalét showed that in environments with high
larval density, a larger amount of bacterial pradwould be necessary to cause 100% larval
control, indicating the density of target speciasvde as one of the factors that negatively
influence larvicide activity of bacterial produd¢tdulla, 1990; Becker et al., 1992; Nayar et al.,
1999). In this way, it is possible that the largemount of bacteria being produced by recycling

events in the densest containers is being moragatg ingested by recently introduced larvae.
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Here, as in previous studies (Melo-Santos e8l01, Araujo et al., 2007), L1 were utilized
instead of L4 for experiments on the persistenc®totoxicity in simulated field conditions.
This is important because firstly, it simulates ttzgural field reality, and secondly L1 are more
sensitive to Bti, thus the tests themselves tumnnoore sensitive (Melo-Santos et &Q01). It
seems increasingly clear that experimental condstito evaluate biological larvicides must
approximate natural field conditions in which tleevicides will be used. The removal of dead
larvae in treated recipients (e.g. for countingrisommon procedure that impedes recycling
events to occur, and may interfere on larvicidaivdag of Bti and other entomophatogenic
bacteria, as demonstrated with sphaericusy Becker et al. (1995). Another common practice
that may bias analysis of Bti persistence is t@ dftte experimental evaluation once larval
mortality reaches a pre-established level, ofte¥ @ 80%. We have recently shown that after
decreasing to at least 70%, Bti toxicity may stacreasing again and reach 100%, remaining
sustained for weeks and possibly reflecting baategrowth (Aradjo et al., 2007). A similar
pattern was observed by Armengol et al. (2006)gssting that recycling may contribute to an
extended larvicidal activity of such products. Fence of up to 4 months has been observed in
studies carried out by different research grouas thke in consideration the biotic aspects of
this larvicide in the experimental design (Mullaaét 2004; Benjamin et al., 2005; Armengol et
al., 2006; Setha et al., 2007; Araujo et al., 2007)

During our experiments, a question was raised enatimount of larvae introduced in the
containers: maybe recycling events were occurregabse of the higher than natural amount of
larvae introduced in the containers, thus not céflg a natural situation. Recent studies on
Aedespopulation surveillance in urban Brazilian enviments have shown elevated infestation
levels, accompanied by elevated population dess{fdos-Velasquez et al., 2007; Maciel-de-
Freitas et al., 2007, Regis et al., 2008). In ReBE, the spatio-temporal surveillanceA&des
with the use of 464 ovitraps showed that more th@00 eggs are frequently collected per house
in one month (Regis et al., 2008). In these cirdanmes, the introduction of 50 or 28@des
larvae per month in a test container, performec,hdoes not seem to be too far from what
happens in nature.

The results presented here, in addition to othedies published in the past few years,
reassure that Bti products are the best larvicmegently available againgtedesspp. for a
number of reasons: no resistance to these probaeesbeen identified; they can also function as
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an oviposition stimulant (Santos et al., 2003; $802005); and when used in recipients
protected from the sun, as is the case of mosbinlledes aegyptndAe. albopictudbreeding
sites, the larvicidal activity may persist for manyonths promoting total larval control.
However, one must bear in mind that the use ofoBtany other larvicide as the only control
measure may not be enough to warrant the sustammol of Ae. aegyptipopulation density
and must be integrated with other vector contrchsnees (Regis et al., 2008).
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Table 1. Bacillus thuringiensis israelensi®xic activity measured through bioassays against

Aedes aegyptlarvae, and viable spores concentration of the ngasinradiated Bti-technical

powder.
Radiation Number of viable LCsq' (mg/L) Toxicity loss (%)
dose spores (CFU/mI@+ SD®  (95% confidence interval)
(KGy)
o' 4,400,000,000t 148.49 0.26 0
(0.168-0.344)
16 40 t 0.30 14.4
14.14 (0.251 -0.379)
18 20 * 0.38 31.5
14.14 (0.314 - 0.470)
20 5 7.0 0.45 42.2
(0.314 -0.432)
30 5 7.0 1.41 81.6

(1.28 — 1.58)

0'= non-irradiated sample (control);

2CFU= colony-forming unit;

3Standard deviation;

4CL50: Lethal concentration for 50% of larvae.
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Figure legends

Figure 1. Relation between different gamma radiation doselsspores viability (A) and toxicity
(B) of an experimental technical powder B&cillus thuringiensis israelensievaluated by
bacterial colony-forming units (CFU/ml), and letltaincentrations (L&) obtained in bioassays

againstAedes aegyptarvae.

Figure 2. Concentration of viabl8acillus thuringiensis israelensgpores in recipients treated

with the technical powder of an experimental pradaontaining either active (TP) or irradiated

(ITP) (20 KGy of gamma radiation) spores. Samplesentaken from assays under simulated
field conditions usingdedes aegyptarvae from a laboratory colony. Recipients weratgrted

from the sun and 20% of water was replaced 3 tipeesveek.

Figure 3. Concentration of viable spores in recipientstadavith a tablet of the experimental
product based oBacillus thuringiensis israelensi€ontainers were maintained under the shade
with no water replacement. Weekly or monthly introton of Aedes aegyptiarva was

performed.
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Evaluation of an experimental product based on Bacillus thuringiensis
sorovar. israelensis against Aedes aegypti larvae (Diptera:Culicidae)
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Ahbstract

The larvicidal activity of an expenmental formulation of Baciliey thuwri giensis ivaefensis { Bo) against 4edes aegvpn larvas was eval-
uated under lahomtory and stmulated field conditions (SFC), Samples of technical powder (TP) were assayed to establizh the LCss and
the potency of the product. The larvicidal activity of the TP and the tablet {T) were evaluated under SFC to assess the efficacy and the
residusl activity, measured against e aegypti larvae, Either 2 T or 250 mg of TP wer added to 30 L of water in plastic contamens.
Contamers were exposed to sunlight or kept in the shade. Results showed a LCs, of 0,26 mg/L and a potency of 750 1TU /mg. In spite
of diflerences in the toxicity amongst TPand T samples, all of them killed 98100 of the larvae and the mortality remained high forsix
maonthe, m the shade. The replacement of 2004 or 604 of the water volume did not affect the activity of the product. Seasonal differences
influenced the persitence of the product in containers exposed to mumlight. Both formulations showed an excellent performance.
cspocially when kept in the shade, The Ba tablet evaluated m this gudy is potentially very uscful in programs to contral dengue vectors

@ W7 Elevier Inc, All rights reserved,

Kepwards: Einlomopathopsme bacteria; B Tablet fommulation; Semm (el e, Mosguite ol

1. Introduction

About two hundred microbial products for insect con-
trol are currently on the market, 50% ol them based on
Bacilluz entomopathopenic bactera (Alves et al, 1998).
These microbial agents are the most widely used around
the world for integrated pest management (IPM), espe-
cially to control the lepidopterans and coleopteérans species.
Effective control ol agquatic larvae such ad those of mosg -
toes amd black fhes, have been achieved wsing Bacillus sph-
aericus | Bs) and Bacillus thuringtensis ivraefensiz (Bd) ( Ruas
Meto, 1984 Hougard et al, 1997, Mardini et al., 2000;
Regis et al, 24 ). During sporulation, Bti produces pro-

" Corresponding suthor, Fac +81 3443 2449,
Eomril seldfrers mavadabicpgan foence b (ML AV, de Melo-Santos).

104986448 - see front matier & X007 Ehevier ke, All nghts nesemved.
i 10100 . ot o 2007 03 402

ein crysials with insecticide sctivity (delia-endotoxins),
composéd of four major protoxing CrvdA, CrydB, Cevl 1A
and CyviA. Tis mode of action invelves ingestion and solu-
bilization of crystals followed by the cleavage of protoxins,
activaion of toxing and interaction with the cells of the
midgut epitheliom of susceptible larvae (Gill et al., 1992).
These toxins act synergistically o produce full toxicity,
thereby making it difficult to select insect populations resis-
tnl to this entomopathopen. This foct has been demon-
sirated in @ program o control Aoodwater amd snowmelt
species of mosquito in Germany, a country that has been
using Bl gince 1980 (Becker and Ludwig, 1993). Btiis a
highly selective insecticide for controlling culicidae and
simulidae larvae. This offers the additonal advan tage of
ot affecting non-targel species of verizbrates and inverte-
brates. thereby ensuring the safety of its prolonped wse on o
larpe scale, withoul damaging the environment (Guillet
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et al,, 1990; Mardini et al., 2000; Regs et al., 2000; Regs
et al., 2001 Lirea et al., 2003), Since 2001, larvicides based
on Bri have been usal in Brazl, as part of the National
Program of Dengue Control, as an alternative for manage-
ment of resistance (0 temephos, an or ganophosphats insec-
tickle, in dedes gegyptr (Linnaseus) populatons. Temephos
has been continuously used in Brazil for mosquito control
singe 1986 {Macoris et al., 1999 Fundagho Nacional de
Saidde, 2002, Macoris et al., 2003).

The production and formulation of Bt hawe besn
improved (o attan the desired effect of larvae control in
a varely of breeding sites. Apart from factors related o
maintenance of the viability of the microorgmnism during
fermentation, biomass concentraton and reécovery of the
phases, the final processing of the formulation is extremely
important for obtaining an efficient and viable produoct as
far as the cost of production i concerned, Althoogh liguid
suspension i3 the least expens ve Tormulation, it is also rel-
atively unstable compared o dry formulations, becapse the
active ingredientis very vulnerable 1o environmental adver-
sities {Couch, 2000, In addition, recent researches have
demonstrated that solid products with slow release of the
active ingredient are more sutable for de. aegypn control
{Becker, 2000; Melo-Santos <t al,, 2001),

Early evaluations of Bt products indicated variations of
persistence of larvicidal activity between | and 3 weeks,
depending on the environmental conditions where the
product was apphed, suggesting the need for [requent
applications (Hougard et al., 1997; Mulla, 1990; Becnel
et al,, 1996, Batista Filho o al., 1998), New [lormulations
more appropriate for (vpical breeding sites wnd the keding
behavior of the larvae have achieved increased persistence,
resulling in econontic, environmental and operational
advantages (Becker and Rettich, 1994, Melo-Santos
et al,, 2001). For better field performance of the Bti, new
products are continually being developed, in the search
for gpreater stability, storage me, ease of handling, and
operational we withoul loss of guality {Couch, 2000},
The present study reports the evaluation of an experimen-
tal tablel formulation of Bt for e asgypir larvae control
under laboratory and simulated field conditions.

2. Materials and methods
2.0 Mosgu b

Aedes aegypri larvae from a Recife-Lab colony kept in the
Departmentol Entomology CPg AM/FIOCRUZ since 1996
were used. The breeding conditions were 26+ 2°C, RH
from 65%: to BF6, photoperiod 12012 (LD, larvae were
fed daily with sterilized. maceratad cat food (Whiskas™).

2.2, Bif experimental product
For this study, samples of tachnical powder {TP) and a

tablet {T} containing 15% {w/w) of sctive ingredient {Al)
froom di ferent prod uction lots of Bacillus thuringtensis israel

ensix (Bti) strain TPSR2, were provided by Biotecnologica
TIribiistria e Comércio Luda (BIOTICOM). The production
process involved the use of bacterial growth medium con-
taining mineral salts, glucose and com steep liguor, and
the discontinued immersed fermentation (batch). The cul-
ture was produced in a fermentator type agitator and thebio-
miss was recovered sing the focoulnton/sedimentation
technigque to obtamn the AT (spores and crystals) according
o the methodology described by Luna et al. (2002), with
some modifications. The fermentalion beer oblained was
centrifuged and dried at 35°C to obtain the primary powder
(PP}, comprising the Al and medinm solids. Adjuvant ingre-
dients were ad ded, incleding a sunscreen agent to obiain the
TP. The same procedure wis repeated to produce 10batches
of the product. Two hundred and fifty milligrams of TP were
compressed to make each tabler

2.3, Laboratory hiodssay

The TP of each lot was evaluated regarding thetoxic activ-
ity i pico bicassays agamst 4th instar larvae (L4) of
Ae aegypri, The biosssays were performed according to the
stndard protwcol for B preparations described by de Barjac
and Larget-Thigry( 1984). Homogenows groups of twenty L4
were exposed (o seven different concentrations of the prodoct
in trplicates, for a period of 24 h. Thres cups remained
untreated for control purposes. The lethal concentrations
For 30% | LCy o) and 90%: {LCqy ) of the larvae were estimated
on the basis of mortality data, wsing linear log-probit
regressien, on the SPSS 8.0 for Windows (1997) program.
Bioassavs were carried oul in two steps, The first was a pr-
mary scresning consising of one assay performed with all
TP lLots and the second consisted of three replicate assavs with
threelots that were chosenfrom the firstexperiment, basad on
their different activity levels. The LC., median served as
parameer for determining the potency of the experimental
procluct, expressed in terms of international toxic wnits
(TTU/mg), compared o [PSE2 lyophilized standard from
the Pasteur Institute, By way of an Exploratory Analvsis of
Data Test, an average LT, was calculated and a 93% interval
confidence was determined for the different batches.

2.4 Viahle spores quantification

The concentmtion of viable spores was estimated
through hacterial suspension of TP {10 mg/4.5 ml of sterile
water) by counting colonies after a thermal shock that kills
vegetative cells (kept at a temperature of 80 °C for 12 min).
Alter being sequentally diluted, 5pl samples were placed
in five points on petri dishes containing nutrient agar and
ingubated at 28 °C for 18-20h. The colonies formed were
courtted and expressed as ¢l ml

2.5 Trials undder simmdared field conditions [ SFC)

These tests were carried oul 1o evaluate the performance
of the TP and T formulations from different batches under
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simulated fGeld conditions. The expenments were Ccon-
ducted wsing the methodology deseribed by Melo-Santos
et al. (2001 ). The doses tested were: 250 mg of the TP or
one tablet Tor every 50 L of water from a well. The exper-
iments were performed in transparent plastic containers
(36.4x 38.5 x 37.1 cm) covered with screened lids and that
were placed in a greenhouse (96 m") in shelves permilting
direct exposure Lo sunlight, or in shelves under the shade
(Fig. 1) Each experiment was carned out in triplicate
anad three containers were left untreated a4 a control. The
temperature and the pH of the water were checked three
limes a week.

2.6, Experimental treatments

The effects of two varables on the residual activity of
the product were evaluated: direct exposure to sunlight
{Fig. 1) and degrees of water replenishment according to
the experimentil design shown in Table 1.

2.7, Dewrmination of residual activity

The following parameters were used to evaluate the per-
formance of the product. The first was the initial efficacy,
measured wsing the mortality mte of fifty L4 per container
recorded 48 h after application of the product. The second
parameter was the persistence or residual larvicidal activ-
ity, nssessed by counting live pupag resulting from weekly
introdwction of filty L1, observed untl larvae mortality
dropped to 8076 or less. Larvae cadavers were nol removed
from the containers. Persisience was compared using a
Muann—Whitney test for two samples, gl & 5% significance
level, on the SPSS version 8.0 for Windows (1997 statistics
PR,

2.8 Dewermingiion of product shelf fife
The stability of the product in terms of shell Lfe was

investigated at three-month intervals for & total perod of
two vears. Tablets from batches | and 2 were tested. Eight

individual packages contammy 10 tablets each were stored
in a-dry place, away from light, af temperatures varving
from 25 o 27 °C and relative humidity (RH} ranging from
o4 to B0h. Three out of the 10 tablets from a packaps
were randomly chosen Tor evaluation of the initial efficacy
againsl L4 i the SFC st At the beginningand at the end
of the study period the TP acdvity was also evaluated by
broassays,

3. Resulis

3 1. Evaluation of toxie activify and concentration of vlabde
ApHOrEs

The values of LCy and LCy from the 10 TP lots are
shown in Table 2, The lots show differences in foxicity lev-
els and were grouped according 1o the valoe of LC s at the
respective  confidence intervals, namelv: (1) 0133
G166 mgL: (2) 0.184-0.279 me/L; (3) 0.390-0.497 mg/L:
and {4) >1.2 mg/L. Lot 3 showed the lowest toxicity com-
pared o the others, and was therefore considered an “out-
lier™ (Fig 2A) and excluded from subsequent evaluations.

The analysis of the confidence intervals (93%) indicated
wn average Ly of 0.26 & 0.10 mg/L for the product, amd
its potency, based on an LCs; of 0.083 mg/L of the IPSE2,
was 750 ITU/mg of product Lots 1 and 7 showed greater
larvicidal activity and lots 4 and 5 showed shghtly less
activity than the average (Fig 2B). The microbiological
viability of TP lots 1, 5, and 10, estimiited by the number
of colomies per milliliter, were similar, although their
Ly differed up 1o 3.7 times {Table 3), Tables made with
TP lots 1, 5 or I, representatives of each confidence inter-
val were tested under SFC in order to detect any perfor
mance difersnces,

22, Product performance wunder simulared freld conditions
Omn SFC, the mitial efficacy of both TP and T from lot |

wid [HFG, The efficacy of lol 5 and lot 10 tablets was 98%.
In control recipients the mortality vaned from 0 o 16%.

Fig. 1. Rectanguar plastic conlaners wed o et expenmental prod uets besed on Boeilhe theningiensis roclensiy under dmulated fled condilions,
Comttaiers placed i Ure shade (A) orexposed 1o suaheht (BY, The e contamer i (B dhows the sysien Tor water replemi e wing faweets and o

For all comLad s
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Tahle 1
Digsertption of the tnals wnder ammdated field conditions { SFC) camed with an expertinental product based on Bociller thoorimrisndy fraelensi, agona
A sepppii lrvas | Recfe-Lab)

Esperimental grouwp Formulabon Ex pefimenial cotditions Eviall wation perod Water rephemdonent (%49 Total of larves®
Lot 1 Techiical Power Zun February-May (2005 20 1650
Shade Febsrwar y— A wnes (2005 ke X THM
Tablke® Sun February—May 2005 20 1650
Bhia e Februsry- Avgus(2005 i, 20 600 11800
Coniml Sum Feebor oy May 05 2 1650
Shade February—Aums= S 0, 20 & kL
Lot 10 Technical Power Bun Leplember-October 05 a0 &K
Novem berfil 5 Mancli6 24 2550
Taklet Sun Seplember-October 5 20 L
Mo berfil 5 Manchi6 2 2551}
Shade Seplem bertS-Manchiis a0 I8
Lot § Tablet Shade Seplemnberfils- Machihb 240 360
Contml Sun Seplem ber-Octoberls 20 &K
Nowvermn berf(l 5 Manchib 20 2550
Shade Seplember 5 Mach/ik 20 3600

* Tahlel eomtaining 1 %4 of active inpredient.
= 86 800 larvae repreents weekly colomation with 50 L1 freci pent,

Tahle 2 even with witer rengwal, both TP and T went on to elimi-

Toxike activity of the echmes] powder fom different producton lows of
Bere@hes thacrmpiens Draeloi (BU ), evaluated wnder bioassay aginst 410
inatar Aeder aegppti-Recile-Lab larae, On average 480 larvae wene wmad
in eieh bicessay

Technical P Valie  LCyFmpfL) LC" (/L)
Iowiber (Comlldence {Canlidence
Tnterval 95%) Interval 955%
[ 0621 188001 330,154 2040191 -0.222)
07 a3l 0155001 460 106§ 02570 2194 263)
i (330 20300, 154-0.220) 0372003500 416)
0 458 023300 214-0.254) G357 35%-0427)
160 0961 0237102130265 (L.A436(0 3850506
[ 0530 0 2460 231-0.273) (A1 3T 0465
02 oz 025800 291-0.2%) 04190 381 -0 462
05 53 (AT %0 49T) 07560 691919
4 a7 4300 3950 455§ 0 790¢0 7240 803y
uF 132

nate all larvae within a 180-day period.

When exposed to sunlight, residual larvicidal activity in
recipients treated with TP and T from lot | continwed for
11 weeks (February-May 2035}, with larval mortality rate
fluctuating between 55% and 100% (Fig. 3). The lowest
mortality rate was regsiered one week alter reatment,
which represented the penod with the largest number of
hours of sunshine during the experiment (9.2 hfday). With
regard to TP and T from lot 10 tested during September—
October 2005, a progressive decrease in the mortality mte
wis recorded after the second week, with complete loss
of larvicidal activity after four weeks (Fig 4). The highest
aumber of hours of sunlight per day was observed in this
period. . When the same products were lested during

* P =Probabiliy for 5% sqrnilicance,

* Cag= Concentraton latal for S8 larvae,

® Ly = Coneentration lethal lor 9% larvae,

2 Last tust conaiderad in eval uation, for PresEnling losw w.‘l.iu:il}l.

The results relating to persistence of larvicidal activity in
recipients kept away from sunlight (Table 4 reveasled that
all TP and T persisted to ¢limmnate all larvae during the
E80-day experiment period, after a single treatment, with
o meanin gful differences between them (p = 1), In the last
evaluation period, a batch of L4 was added to the contain-
ers in order to find out whether the product still remained
toxic for larvae in advanced stages, and a mortality rate of
99.1% was observed, demonstrating the [oxicity of the
product even after IR0 dayvs, The larvicidal activity of lot
I remained unaltersd in spite of the periodic replenishment
of up o 60F% of the water level in containers, showing that

November/2005 to March/2006, larval mortality rates mn-
ged from 66% w0 97 for 17 weeks (Fig 5). In all tests car-
risd out onder sunlipht, a 0% mortality rate was
obserwed only during the first week of treatment.

The water emperature in the recipients vared from
265°C o 313°C in the sunlight and from 26.3°C to
20B7C in the shade throughout the wsting period. The
waler pH vaned from 6.9 to 9.9 in the recipients kepl in
the sun and from 6.9 to B4 in those kept in the shade,

The stahility tests of the mblets demonstrated no alter-
ation of the initial efficacy of the product under SFC,
throughout two years. The larval mortality rates caused
by the product samples kept under normal storage condi-
tions, remained above 97% over 24 months (Table 5). How-
ever, o reduction of the TP activity was detected through a
bionssay performed after two vears of storapge. The LGy,
value incresyed from 0.24 to 0.46 m/L for lot 1 and from
0.42 1o 0.79 mg/L for lot 2
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Fig. 2. Valus of LCq of Lhe tachitcal powders of the experimental prsduc based on Bacilbes (hudmrisnss israelnsis, fom dilferen) produston ks,

mediured by oy apsing dedey aepypei larvae, {A) Including a1 the bos. (B) Excluding lot 3, wibeh was conddered an outlier,

Table 3

Toxie actvty of techmeal powder (TP from dilferent production lows of Boedbe thednyisndy iroelensic (B, evalisted m bosisay apmnsa dith insar
Aede geprpti-Redle-1ab larvae and viahle spone oo meentraion

Porosdd wets LC 4" (mpf LpAoerages - S0F Ly (mup LiAverage + 5D Viahle spuores
(Conlidence Interval 95%9 {Comfdence Inlerval 955%) el fml®

TR-1 0140 & (L0041 26-0.154) (241 & (0N, 2200k 269 ) 1.5% 10"

TR-5 0514 & 0.00N0 465 573) (LRRY & (L 161 PT-1.02) 13x 0¥

TP-10 (245 4= (L0074 2007 -0 298) (L3 & 0O 330575 ) 25% 107

Ly tepln haoad- [PSR2" G013 & (OGN0 1L 5) (026 & (00230031 ) 42% 10°

* Ly = Comeentration lethal Tor 0% larvae,

" Ol = Concentmabion lethal for 0% larae,

® Averape of three bicaszays & sundard dedation,
% elwfml =gokny lotmed wilt per mililiter

= IPSR2 = The miermational stendand for Becibo thoringfenids el

4. Discussion

The product based on B evaluated in this work in
technical powder and tablet form showed the desired
toxic activity for e asgvpn larvae, stability under nor-
mal storage conditions and excellent persisience under
simalated field conditions, mainly in tess performed in
the shade.

The LCy for de. gegypis larvae of TP samples produced
under swndardized conditions, showed variations of up to
3. 7old. Nine oul of ten lots showed accepable toxicity
levels. Two of them showed larvicidal activity greater than
the estimated averape {LCy = 0.26 + 0.1 mg/L, potency of
7501TU/mg) &nd two had less activity than the average.
The literaturs on the production of entomopathogenic bac-
leritm regslers vanations in the toxicity, considered as
inherent o the production process that results from several
factors relating (o temperature, dissolved oxyvgen, pH and
sugar conceniration during the fermentation process or
Lo the loss of ervstals dunng biomass recovery and formu-
lation {Couch, 2004 Skovmand et al., 20000, According to

Skovmand et al, (2000), there is nol always a correladon
between the concentration of spores of a given culiure
and the guantity of crvstals produced during the fermenta-
tion process. In fact, this was the reason for replacement of
cencenteation of spores as a pammeler [0 measure oxcity
(LCsy) when the product was standardized {Skovmand
etal, 20007, Our resul s corroborate this observation, since
there was no clear correlation between concentration of
spores amd the ity for the differet o of the product
(Tahle 3). In the simulated Geld wst, samples of TP and T
from three different lots demonstrated similar performance
it the shade, suppesting that the differences observed
between the LCsy, are not enough (o affect larvicidal activ-
ity in the field. Some studies sugpest that the potency of a
product may not be an accurate indicator of its perfor-
e i the field, so far s the persistence of the larvicidal
activity is concerned (Vilarinhos and Monnerat, 2004}, The
potency of the product is, however, & very important
parsmeter for the standardization of the produection pro-
cess, which must vary as little as possible {(Skovmand
et al, 1997; Hahib « al, 1998; Skovmand et al., 20040,
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Permbitence of the techmeal powder (TF and wblet based o Baciliuy thuringfencls Draelensiy, aganst dedes aegypr-Recile-Lab larvae in con Lo ners m the

shade Mroan Febrsny 2005 to March/ X006, Tesls were carmied oul in Lriplicates

Camoup Evial wation period Prosd et Nix. larvae Evaluation perid® (days) Moriality ™ larvas (9] over the period
¥ & DI
TP-1 Febsrwar y- Aupust 05 TP 3 5K} 151 14K}
Talblet 3 440 1R 11K}
Conirsl® Februsry-Augisgis 3 i} 18k 4.6 4 b4
Th-% Sepletn ber/ (H-Maich/06 Tablet LE 180 11K}
TP-1i Seplen ber (- Marely/ 06 Tablel ER 181 1K}
Codrid &Tmnlx'r_l'ﬂﬁ March/ih ] 18k 44 4+04]

* Perwod afler single teatment with produet, dunng wheh monabity of larvae excesded 819

* Mortality of larvee during the period,
= Aversge + slendard devialion,
# Willlwoul treatment will Bui.

[ B[cadi il e
E=Tuhie
100 el | 3ol niirg 0
£ 10 . -
B T -.‘l}g
= o B
B - 4.2
& 504
2 l =
= .‘-'}E
= 304 =
£ . =
» 1o 10
— - =
(14 ; ] =
= EoR-ECRCRUECEGETECE
2SS 5 58 5 = E®
- S ®m F & B & & & g B

Weeks after treatment

Fig 3. Resddusl activity of the technical powder and 1oL ] (ahlel based on
Baeiffuy thuringiensiy fornelenss agmingt 190 fler larvas of dedey aeppp,
when expised 1o sunlight, Morality values compared with the level of
weekly tnsolation, frem Febrisary vo May 2005, Sowrce: Nadomsl st e
ol Meteorokogy | INMET), Staton Curado/ Beafe-PE.

In the course of the production process for an entomo-
pathogenic agent such as Bii, it is expecied that an increase
in toxic activity will cocur as & result of the harvest of the
spores and d-endotoxin at the end of fermentation. In fur-
ther stages of the process, more specificall v to those relal-
ing Lo drving and formulation, the toxiciy of the product
can be expected Lo decrease or remain the same {Couch,
20000, In our study, the compression of the technical pow-
der to obtain the ablet does not seem Lo lead to a loss of
larvicidal activity, indicating that this process does nol
damage or impede the release of the active ingredient.
The product in the form of a tablet Gcilitates the opera-
tional work, as it does nol require the use of measurement
tools, reduces the risk of dosage failure and losses in the
application. According to Becker (2003}, the development
of sohd formulation n the form of granules, donuts, tab-
lets, etc, &8 well as appropriate application methodologes

B
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Fig 4. Resdusl activily of the lechmeal powder and lot 10 Lablel bhaved om
Bacithn tharringiensy ey agains 1sl sl larvae dedey aegwpii,
when exposed Lo smnBighl. Mortalily rate compansd with level of weekly
il dt, Fromm Seplember Lo Oelber 2005, Sounce; Mation sl il we of
Meteorology (INMET), Statem Curadof Reclie-PE.
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Fig 5. Readiesl activity of the techmcal powaler and lot 100zhlet haged on
Beref by tharingpienss Sroelensd apaine 15 instar lvae of dedes aepppri,
when exposed 1o sunlighl. Morialily mle compansd walh the level of
weekly insobition, Source: Matiatal Eestilete of Meteorslogy (INMET),
Station Curabo/Recile-PE.
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gives rise (o advantages in operational control programs,
such as ease of storage, transporation and applicability
i the field, or greater stability and sustained release of
the active ingredient. Formulations of the tablet type may
be more adequate for the particular characteristics of
breeding sites of mosguito species such as de. aegypn, as
they are more practical w apply and more accepted by
the population, especially since they do not change the
appearance of the water and do not generate solid residues
in the recipient { Becker, 2000 Melo-Santos et al, 2001},

Al the concentration used m the SFC rests, the tablet
remained efficient after (wo vears of storage, sugpesting
that the chamcteristics relating to the larvicidal activity
of the pathogen, and the preservation and rate of release
of the active ingredient remaned stable enough to promots
high larval mortality, a fact evidenced by the reproducibil-
ity of the results throughout 24 months of tesing How-
ever, these results indicated that the evaluation of initial
activity under SFC using field dose {(approximately 11 folds
the LTy value] is not sensible enough to detect loss of the
TP Loxicity.

According to information from FUNASA {2002}, the
most common breeding sites for de. oegypli in Brazil are
domestic con triners for water storage. Common character-
istics of mest of these are o be partially or totally covered
with lids, although they are not alwayvs mosquite-proofl,
and the water is constantly used and replaced. In the exper-
imental design of the SFC we chose to simulate the replen-
ishment of water in domestic containers and exposure Lo
the sun. The colonizaton of containers wreated with L1 is
also a way o simulate conditions in the feld, sinee the
female mosquitoes lay their epgs i the treated bresding
site. The use of L1 nstead of older larvae mereases the sen-
sibivity of the test, as demonstrated by Melo-Santos et al,
{2001).

In the case of Bti, whether exposed o sunlight or not,
both the TP and the T had identical initial control efficacy
{mortality rates from 98% (o 100%), indicating that the
product formulated releases a satisfactory amount of ervs-
tals in the trophic zone of the larvae within the first 48 h
after application, This fctor s extremely important to
ensure eficient larvicidal activity alter a few hours, since
urder natural conditions larvae from different stages may
be present in the contmner at the ume of application of
the product In the shade, the produds tested remained

Table 5

100°%% efficacious for & months, The replenishment ol up
to 60550 of the treated water and the consequent dilution
of the product could have o negative effect on the persis-
tentce of larvicidal action, althoneh this did not oceur dur-
ing the period of observaton (180 days). The tablet settles
quickly and remains at the bottom of the container, sug-
gesting that most of the active ingredienl remains coneen-
trated in that region, Thus, it is possible that the process
of water refilling does not agimte the water sufficiently to
cause crystals and spores to resurface, which would favor
its elimination. Benjamin et al. (2005), testing VectoBac
DT tablet in earthen containers for drinking water with
weekly 50% water replenshment, observed that the formu-
lation sank to the bottom on inteoduction and the Bri toxin
was concentraled along the sides and at the base of the
treated containers, with the result that the treated domestic
waler wsed by people contained Tittle or no Bti toxin, The
authors reported a 166-day persistence of this prodoct
against Aedes spp. Long persistence of a tablet based on
Bti, was also observed by Mulla et al, (2004), who regis-
tered excellent control of de. aegypidf larvae in ceramic jurs
for a period of about 112 days. Tt is known that the persis-
ience of the products depends as much on the characteris-
g of ity own formulation sy well as the environmen il
conditions of the breeding site. The continuows viability
of the spores is another important factor, because under
favorable conditions recveling may ooccur throogh the pro-
duction of toxins in the midgut of larvae killed by Bo (Aly,
1985 Aly et al, 1985; Khawaled et al., 1988).

The results of this study confirm the importance of solar
radiation is a nepative factor in the persisience of Bti in the
environment, &5 observed in previous studies (Obeta, 199,
Navar et al, 1999 Thiéry et ol., 1999 Melo-Santos et al.,
2005 Vilarinhos and Monnerar, 2004). In the test per-
formead during the period of higher incidence of solar radi-
ation (October 2005), there wis a rapid decrepse in the
mortality rate, reaching less than TG in the second week
and total loss of larvicidal actvity in the 4th week alter
treatment, Similar results have been observed in previcus
studies - using containers placed owtdoors (Melo-Santos
et al,, 2001; Vilannhos and Monnerat, 2004), In the con-
iners exposed to sunlight, changes in some aspects
regarding waler quality were observed after the first week,
such as micro algae growth and increased alkalinity, The
presence of microorganisms and detritus in suspension in

Muorialty of 4th insar Aeder sepppd larvee, acording o the storage Uine of 1ablel based on Bocile thurngiensis fomelenss, rom two different
production ki, kepl at anbent with temnperatune vamnmg From 25 w027 °C and relative nomidity From 6096 o B9 The Leld were carmied oul every Uhnes

mimihs for two yean

Tablet Murtality of latvae (%) every 3 months

1] 3 & 9 12 15 1% n M
a1 T4 11 100.0 9874 1.1 1000 |71 98,7+ 1.1 99,1 L 0.8 1040 1000
(1 9914 05 987 £ 11 100 100 104,10 w1 1000 10440 L
0 {eontiol) L] ThE14 1] 5407 10E14 104 14 i ] ]

* Average 4 Standsrd deviation.
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the aguatic environment may affect the availability of bio-
insecticides die to the adsorption of Bt or Bs spores and
crysials o particulares before they setle to the bottom of
the breeding site (Ohana et al. 1987, Skovmand and Bau-
duin 1997, Sheeran and Fisher, 1992). Moreover, a very
alkaline pH favors the solubility of the crystals, making
pro-toxing more prone to degradation. The association of
such fmetors would contribute to reducing the larvicidal
activity of the produoct, especially when solar mdiation
reaches lewels =9h of continuous sunlight per day. On
the other hand, the prolonged larval control observed
under specific environmental siluations, suggests that B
recycling might compensate partial loss of toxic crystals
caused by UV and others deleteriows factors, Tn tests under
exposure Lo sunlight performed at other tmes of the vear,
the persistence was surprisingly long 77-119 days. Despite
the decrease in levels of mortality below the limit previ-
oustv esmblished (B0%%), the evaluation was maintained
on such tests in order o confirm the loss of activity of
the product. It became evident that suspension of evalu-
tion &t that tme would lead to an erroneous inlerpretation
of the persistence time, since larvicidal activity was restored
in the second week alter treatment, keeping the mortality
rate over B0% (Figs. 3 and 3).

Bacterial recycling may also play an important role in
the length of persistence. In recent semi-field wsis, we
observed a higher concentration of Bt spores in plastic
contamers $ix months after a single treatment, providing
a similar long-term control of de. gegypti larvae ( Amibjo
et al., unpublished data), suppesting the occurrence of Bri
recveling tn this particular environment. IU 18 important
to highlight that, besides living in clean water, dedes lar-
vae, differently from Culex quinguefasciatus larvae, fed
preferentially on the bottom and wall surfaces, which
greatly favors a prolonged control resulting from Bt
recycling,

The results confirm the efficacy of this product for
Ae. aegypri larvae control. The tablet was shown to be
the most appropriate formulation for vse in domestic
containers, o be easily applied, and vo st for long periods
without a reduction in excellent levels of activity,
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Developing new approaches for detecting and preventing
Aedes aegypti population outbreaks: basis for surveillance,
alert and control system

Léda Regis/*, Antonio Miguel Monteiro', Maria Alice Varjal de Melo-5antos,
José Constantino Silveira |r*, André Freire Furtado, Ridelane Veiga Acioli?, Gleice Maria 5antos,
Mitsue Nakazawa, Marilia 5a Carvalho®, Paulo Justiniano Ribeiro Jrf, Wayner Vieira de Souza®
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A mew appreach fo dengue vector swrveillance based on permanent sgg-collection using a medjfied ovitrap and
Bacillus thuringiensis 1sraelensis (Bril was evaluared in different urban landscapes in Recifs, Northeaszt Brazil. From
April 2004 vo April 2003, 13 egg-collection cyelss of four weeks were carried out. Geo-referenced ovitraps containing
grass imfusion, Bti and thres paddies were placed at fixed sampling stations dizributed over five selected tites. Con-
tinuewns egg-collscrions yislded move than_four million eges laid into 404 sentingl-ovirraps over one vear. The overall
pesitive ovitrap index was 08.3% fover 3,019 mrap observations). The egg density index ranged from 100 1o 2,500 ege=
per rap-cycle, indicating a wide spread and high density of Aedes aegyph (Diptera; Culictdas) breeding populations
in all sitez. Fluctuations in population denzity over fime were observed, particularly a marked increase from Janu-
ary on, or later. according to site. Mazsive egg-collection cavrisd out at ane af the sites preventsd such a population
outbreak, At intra-zite level, egg countz made it pessible to identify spots whers the vector population iz conzistently
concenirated over the iime, pinpointing areas that should be comsidered high priority for control activities. The resuliz
indicate that theze could be promizing strategiss for detecting and preventing Ae. asgyph population outbreaks.

Eey words: dengue vector - population densities - gvitraps - Bii - vector control - Recife

Dengue fever 15 cumently the most globally wide-
spread insect-bom virus infection, cansing 30— 100 mal-
hon cases per year in more than 100 endemic counires.
Dengue virus (DENV) 15 transmitted to bumans mamly
by deder aegypti Linnaeus and dedes albopicms Skuse
(Diptera: Culicidas) mosouitoes, which are also vectors
of vellow fever, West Nile and other vimses.

The high efficiency of the virus transmiszion mecha-
msm combined with @ number of biological features of
As. asgypti, 1ts mam vector, contribute to explosive epi-
demies of dengue, which are mamly contained by the mm-
mumty status of the buman population. Like other vee-
tor mosguitoes, the de aegypri population 15 subject to
contnual fluctnatons i density, increasing rapidly m
size due to ligh fecundity and ferthty and short genera-
tion time. However, some behavioural features make this
species a more efficlent pathogen vector and more duf-
ficult to control than other species of mosquito. For m-
stance, the female dedes " multiple blood meals merease

Financial support: M5-Deor TPy (50134020332); CHPg 301277 2005):
Feocraz-PD TSR Rede Dengae (RIVE-03)

+ Comespendiz suthor: ledagicpgam fiocruz br
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the opportumities for virus moculation (Scott et al 2000},
Larval behavier make it very difficult to monitor them
at breeding sites by taking water samples. Culex guin-
gquefasciams (Say) lay grouped eges apd use a phero-
mone to aggregate oviposition by co-specific fomales
well-defined large sites, favowring mtervention for larval
control. However, dedes lay ezgs n an enormons vanety
of containers. posing a real challenge for control of ths
spectes using larvicides alone, as 15 feasible m the case of
Culex (Fegis et al 20000, Furthermore, the resistance of
eggs to dry conditions greatly facilitate vector dizperzion
and capacity to remam o the environment.

As a vaceme is mot vet available, preventing sudden
inereases mn vector populaftion 15 the only way of avoid-
g dengue tranumssion outbreaks. In a context where no
impartant changes in human population immunity occur,
an increaze m the vector population and consegquently
1 vector-to-human contact. will merease dengue wams
transmussion. It is known that changes in density are
important m disease epidemiology because the vector-
to-host ratio is a determinant of the vector capacity of
a population (Black & Moore 1996). The implementa-
tion of preventrve measures targeting criticzl locations at
spectfic fimes requires efficient vector surveillance tools
and metheds sensifive enough to predict or detect 1n real
time z sudden mesquito populatien growth. Dengue vec-
tor surveillance iz classically based on the Premise Index
{PT) and the Breteau Index both of which use visual de-
tection of larvze in domestic containers. de. asppa lar-
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vae visualization 15 for many reasons an inaccurate tech-
mgue, especially because of the larvze’s ability to escape
rapidly and their capacity to remain submerged for long
peniods {Clements 1992), The percentage of premuses or
containers where dedes larvae are found, registering as
positive a container whether just one or thousands lar-
vae are present does mot provide information regarding
mosquito populaton density, and these indices do not
therefore seem to be an adequate way of meeting vector
swrveillance needs.

Given the biclogical specificities of dedes popula-
tons, rapping epzs or adult meosquitoes would be a more
aporopriate way of locating sites and times where achion
skould be concentrated to prevent or lessen the mtensity
of diseaze outbreaks. Using mosquito egg traps for vector
smveillance seems to be a current trend m dengue sndermic
counties, since this method allows better assessment of
mfestation densities than the conventionzlly used methods
baszed on the search for larvae (Al-leen & Song 2000, Bra-
ga et al 2000, Polsor et al 2002, Morato et al. 2005).

The fact that hugh-cost and long-term programs to
control dengue vector populatton very often do not meet
with success suggests that preventing and controlling the
dizease will requare new vector surveillance and control
technologies based on field studies of population baol-
ogy and spatial-temporal dishibution of the vector m it
natwral emvronment

We present here a first report on the efforts of 2 netwaork
of 1esearch and public health m=ttuhons which have come
together to offer 2 new mmpght and to develop mew tools
for mosquite population swvelllance and control through
the mtesraton of environmental aspects, detection of nsk
factors and warming methods based on a longitudinal field-
study using a Geographical Database and Spatial Informa-
tton Technology:. The mam puwrpose 15 to produce tools to
provide more effictent outbrezk detection and to prevent
vector population outbreaks in space and time.

MATERIALS AND METHODS

Study sites - Recife City (8° 037 5, 34° 52" W, mean
elevaiion: 5 m) 15 the mamm ymphate filanasis (LF) en-
demic ared and the second for dengue cases in Braml.
With 1.4 mifion mmbabstants lving m 2 209 Em® area,
with many rvers and canals, poor sanitafon conditions,
high temnperatures (roging from 22°C to 32°C) and rela-
bove ar bumadsty (70% — 90%) throughout the vear, the
city has excellent conditions for breeding meosquitoes all
vear round, which explains the maintenance of LF and
dengue transmission by COx guingugfasciams and de.
aegypi Tespectively. A hot season with sparse ramfall
from Japuary-Apnl is followed by a heavy rainy season
(May-August) and a div season (September-Diecember).
In recent years, the local health service has established
a structured mosquito surveillanee and control program.
The Environmental Health Program cwrently employs 726
agents (ASA) visihng premmses every two months. Among
other health actions, they are responsible for the control
of LF and dengue vectors, using Bacillus sphaericus and
Bacciluz thuringiensis isvaslensiz (Ba) as lamacides in the
whole whan area, as well az for epvironmental manage-
meant, mformation, education and mebilization.

Frve sites encompassmg seven of the 94 distets of
Recife were selected for this study (Fiz. 1), based on the
diseasze transmission nisk (DTR- high medmm and low
nik scores) and life guality (LQ-scores I to IOI) stanf-
cations, both of which are drawn up by the Recife City
Municipality, and the selection of distnets representing
the different landscapes found mn the city.

Site 1 - Distcts: Casa Forte and Pamaminm — with
a surface area of 1.17 km* and a population density of
21,386 mhabitants/km® living predominantly in high-nize
buildings with up to 20-40 foors. This site 15 classified as
having low DTR and high LQ) (score I).

Site 2 - District Brasilia Teimosa, located on the sea
front with a 0.62 km* surface area, pepulation density
of 30,895 imhabstants'km’ living o very small dwellings.
The site iz classified as having high DTE and low LG
(score I).

Site 3 - Dhstnet Engenho do Mewo — with 0.8% km?*
area, 3 density of 11.865 imhabitantskm® living pre-
domunantly m low-nse wndnadual houses, more often
with structured whamzaton, though meorporating small
slums. This site 1= heterogeneous having low to medmm
DTE and LQ) scores I and IIT

Site 4 - Distnets: Mono dz Concelgdo and Alto Joze
do Pinho - Taken as a whole the area represents 0.79 km™
Each distriet 1s located on a small hell (30 and 62 mo hagh),
the kighest zround m Fecife. The mbabitants {10,560/
km*} live, for the most part, in unplanned housmg, This
site 15 clazsified as medinm DTE apd has LQ scores of
I and IIT

Site 5 - Dois Imdos and Sitio dos Pmtos Distnets,
suburban areas located near to 2 remmant of the Atlantic
Forest. Households are usually spaced out and flanked by
green areas. This site has 116 km' arez and the lowest
demographic density: 3.737 people! km®, with high DTR
and low LQ {zcore IIT).

The Design of the Expeviment and its Spatial Epide-
miclogical Darabase - The experument started m Febru-
ary 2004, with full involvement of the local bealth service
through ASA . It is based on an whan soclo-environmen-
tal stratfication of Recife mto five sites. At each site,
80 to 100 ovitraps have been mstalled, geo-referenced
and registered m the Recife-SAUDAVEL Geographic
Epmdemiolozical Database (GED). The ASA have also
collected mformation on environmental condifions such
as the presence of outdoor vards, the water supply sys-
tem, and water storage habits m the premizes hosting the
traps. Contnuous egg collechion was camied out using
464 sentinel-ovitraps (S-OVT) placmg 30-100 traps per
site. Each 5-0OWVT was mstalled at a fixed sampling sta-
tion, where it remamed for 24 months (data from the first
vear of egg-counting are reported in this arhcle, while
those from the second vear are being analyzed for pub-
Lication). The egzs were counted on a rota bazis, 1e., 114
of the traps each week. These data are mserted mio the
database usmg a web-based mterface that has been devel-
opad by the SATUDAVEL network (Monterro et al 2005}
at the Mational Institute for Spatial Research-INPE and
at CPgAM/Fiocruz. This has bean designed to be a web-
bazed entry to the SAUDAVEL database. It should aveed
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Fiz 1: the location of the study sites in Fecife, Braml

complex analy=1s and provides an easy way of browsmg
the geographical database and having quick summanes for
some spatio-temporal guenes in the stored data. Femote
sensmg satellite imagery, pictures of the traps, meteoro-
logical data and census fract data ave mtegrated through the
SAUDAVEL-GED. Climatc datz, temperature, relative
bhumidity, and rammfall are datly recorded at @ point-station
m Recife monttored by the Mational Insttote of Meteorol-
ogv. An mbensive confrol shategy has been mbroduced to
mtegrate and reinforce the basic measure (larvicide with
2 Bii product) applied as part of the government program
for controlling the 4edss population. It 15 based on mass
collechion of dedas eggs using a large pumber of owi-
traps, This control intervention was mplemented from
December 2004 to May 2005 at the Sates 1 and 3.

Geo-referenced 5-0FT - A modified model of the
conventional ovitrap (Fay & Elizson 1968} was used for
sampling Aedes eggs. It consists of a black plastic cup
mitially filled with 1 | of grass nfusion diluted m water
to 30%. However, due to water evaporation a number of
fraps were found empty after four weeks at the sampling-
station, thus the cups were replaced by larger contaimers
with 2 | of infusion Three 5 x 15 cm wooden paddles are
vertically fixed with clips to the mner wall of tha cup as
ovipositon substrates. A commercial Bti-based product
(2 g'trap) was added as a larvicide, allowing it to remain
m the field wathout 113k of becoming a larval habatat. This
trap design was based on a previous field evaluation of

ovitraps contaimng grass infusion and Bh {Santos et al.
2003), which results have shown that: 1- Bt does not
reduce the attrachveness of the trap for oviposibon by
gravid females; - the presence of this lamncide removes
the n=k of tran=formung the ovitrap into a2 mosquito de-
velopment =ite; and 3- more eggs were lzid m the Bh
treated trap compared to the control. We have recently
shown that the larvicidal actovity of Bl can persist for six
months m containers protected from dvect sunlight (Arau-
joetal. 20077, comoborating sumilar results on Ba long re-
sidual effects reported by others authors (Mulla et al 2004,
Benjanun ef al 2005, Setha et al. 2007). Bestdas being an
efficient and safe laricide (Regs et al 2001), B4 seems
to work as an oviposthon stimulant for 4. assypti and As.
albopicius (Santos et al. 2003, Stoops 2005).

Paddles, Bt and infuzion were replaced monthly. The
trap was hung in the exterior area of a residential premise
lm above ground level m the shade and profected from
ramnfall. Each trap site was geo-referenced, photographed.
and itz swroundings deseribed. focusing on water supply
frequency, water storage containers and other aspects fa-
vonng mosguito breeding. The data have been registered
n the SAUDAVEL-GED. After being an-dned at room
temperature, labelled paddles were examined under stere-
oscopic microscope and the number of eges was recoded
with the aid of 2 manual cell counter.

Control ovitraps {C-0FT) - For the pwposes of mass
collection of eggs. a lngher Bh dosage (dgitrap) was used
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m 2 lof 10% infusion per C-OVT. The aun was to set two
raps per premizes and up to six per “strategic place™ A
total of 5,602 C-OVT have been installed. 3 685 of them
placed within sifte 3 (4,140 traps'km?), and 1,917 at site 1
(1,638 traps! km?). The paddles were taken to the Health
Service every two months memerated in an approprate
manner and replaced with new ones. The Bt and infusion
were alsoreplaced. The overall mumber of eggs collected
m these traps was estimated on the basis of the average
number of eggs per 5-0VT sinmtanecusly colleted from
tha comresponding site.

Sentinel sampling-stations dizeribution - Spatial units
were defined using a gnd of cells measunng 40 x 40 m at
each site. 20% of the units, as well 25 one premize within
each cell were randomly chosen to set the ovitraps (Fig.
2). The number of ovitraps installed at the different sites
was as follows: site 1: 100; site 2: BO; sute 3: 104); sife 4
100; site 5: 84, Due fo operational difficulfie: the mum-
ber of ovitraps at sites 1 and 5 was lower than imbally
planned. Septinel-ovitrap distnbution vaned from 63 to
129 traps'km* at different sites. Through this samphing
plan, an overall percentage of 2.9% of the houses within
the sites have been sampled

Aedes specie: identification - Fourth instar larvae
(L4} reared in the laboratery from field-collected egzs
were used for species identification. Eggs collected m 20-
25 5-0VT per site dunng one week i April 2004 were

Fiz. X: the zeographical diseribution of 100 senrine] ovitraps placed
within the site 3 i Recifs, Brazil The epes collected during a 28-day
cycle in each group of 25 maps were counted weekly.

used. For sample size caleulation e albopicns preva-
lence of at least 0.1% was assumed. based on a recent
survey camed out in different districts of the city (data
not shown). Assuming 2 hypergeometnie distrbution
with p= 1/1000, the sample size required per district was
set as 1,000 1dentified mndividuals,

Seatistical analysis - Using the digital geographical
datzbase, spatial distnbution of the ntra-site caitical az-
eas for egg counts were analysed, wsing open sowrce soft-
ware (TemaView — www.dpLinpe britemraview), by cal-
culating the Kernsl density estimator (Bailey & Gatrell
1995). The spatial statistical analysis capacity it mto
the TeraView package has been mmch mproved by the
SAUDAVEL experment dedss spp. density montonng
alert system and 1ts mulh-nstitutional network of sup-
port. To analyse the predictive power of a specific egg
countwe calculated the Pearson’s comrelation coefficients
with respective scatters plots corvelating mean number of
eges m a given count compared wath the number of ages
counted m the previous week.

Ethical approval - The study project was reviewed
and approved by the Research Ethics Commuttes of the
Centro de Pesqusas Aggen Magalhies-Fiocuz, Branl

RESULTS

The performance of the ovitrap - Over the study pe-
nod, relatively few (= 1% of 464) 5-0VT: needed to be
replaced due to cup damage or disappearance The use of
three paddles per trap provided 225 em® of eviposition
substrate. Results showed that such an area 15 enough to
support 2 high egzz deposition capaeity. As for exampls,
at 48 out of 5616 events, a smgle trap caught = 4,000
ezgs over a 4-week cycle. The overall mean number of
eggs per trap was 72245788 3 wath a maximum of 7,784
eges laid m a single trap. The distibuhion of eggs per trap
(Fiz. 3) suggests that the maxmmum capacity could not be
reached, so the number of eggs collected seems not to be
himited by the trap’s capacity.

Aeades specias - A total of 8897 L4 were identified
to species. de asgypti and de. albopictus were found
at all the sites and no other dedss species was recorded
m this stady. de agegypti was the predominant species
m 4 out of 5 stes, accountng for 99.9% (zite 2, located
11.6 km from the forest), 99.4% (site 3), 94 0% (site 4)
and 87.1% (site 1). Ade. albopicrus was the predommant

Fiz. ¥: frequency of the pumber of eggs colizced per sentinal ovitrap.
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species (88.4%) at site 5, adjacent to the forest. The pres-
ence of de. albopicnus, however, was not detected by the
larvae search method used by the local health serace,
either at sites 2 and 3 duning 2004 or at site 5 from March
to Decembear that vear (Table).

Abundance and distribution of egegz - Dunng the pe-
riod studied, 13 egg-collechon cycles were completed,
the first between 27 Apnl and 18 May 204 and the last
between 29 March and 19 Apml 2005, vielding a total of
4055372 eggs. Oviposition activity was recorded the year
round. Very high percentages of posittve 5-0VT (contam-
ing at least one dsde: egg) were found: 5530 pozitive
traps out of 3.616 observations over one year, meanng an
overall postitve ovitrap index of 98.53%, with Little vana-
tion among sites: from 97.6% (sute 4) to 99.0% (site 3.

The mean number of eges caught per 5-0VT ma 28-
day cycle egg density index (EDT) over one year indicated
high densities of dedes spp. breeding populations every-
where (Fig. 4} with marked fluctuations in fime, means
ranging from 100 to 2,500 egzs per trap—cycle. The hagh-
er EDI values, ranging from 400 to 2_500 (mean 9541 £
944 4) egpsitrap-cycle, were recorded at site 2, followed
by site 1 (Fig. 4}, where EDI ranged from 300 to 1,700
(mean 849 1 £ 937.5) eggatrap-cvele and the lowest EDI
(100 - 750) were found at sate 5. The EDI= were generally
higher from Jamuary to August, a penod that mecludes the
heavy rammy season (May-Aungust), than from September
to December, Infestation mntensity as well as its tempo-
ral distribution pattern was sioular for sites 1 (agh 1O,
2 (low 1O} and 4 (low-mediom LQ): lower oviposihon
durmg the dry season followed by an imporfant popu-
latton growth starting in Jamuary and peaking m March

sites 1 and 2) or later m July (site 4). This sharp merease
n oviposifion activity, concomitant with temperahure el-
evation and sparse ramnfall was specially accentaated in
site 2 where the EDI mereased 4.4 folds (from 425 to
1,893 egz='trap-cycle) withun two months (Fiz. 4). Such
population outbreak was not observed at zite 3 (Fig. 4).
A different egg dismbution pattern over time, with the
lowest densities occuming from Tanwary to March, was
observed in the less densely inhabited area (site 57, where
Ae albopictus was the predominant species.

Fig. 5 shows the scatter plots demonstrating high cor-
relation levels between the mean number of egzs per ovi-
trap (p = 0.01 for all srtes) counted m a given week and
the value recorded i the previous week. Each diffevent
trap group constimtes mdependent random samples and
provides sample data from the whole population density
1n each distict in different wesks. Therefore, the results
suggest an mmpertant temporal dependence in the dist-
bution of the eggs and constiute an mmportant startmg
point for the development of an alert system

Concerming the mmtra-site distmbution of eggs. Fig. 6
shows the spatial analysis of eggs collected at site 2, on
three different occasions: m December 2004, when the
lowest number of eggs occurred and at the two peaks of
breeding population, Fune/Tuly 2004 and March 2005, In-
festation hotspots were detected at some sampling stations
for the full duration of the study, regardiess of the periods
of lowest and loghest oviposition activity. The map rep-
resenting the aceumulated density of eggs at the site over
the vear also confirms this fact. Similar phenomenon was
observed m the other studied sites (data not shown).

Mass epe collection az a comtvol strategy - For site 3
it was estmated, based on the mean rumber of eggs col-
lected in the 5-0OVT, that approximately 6.3 million egzs
were collected and incinerated from December 2004 to
Apnl 2005, Differently from the observations at other
zites, dedes population density remained below the mean
level at site 3 throughout this period (Figs 4, 7). Atsite 1,
however, where a lower C-OVT concentration was used.
an mmportant increase 10 oviposition activity during the
intervention was not prevented (Fig. 4).

DISCUSSION

A new approach fo dengue vector swveillance based
on permanent egg-collection wsmmg a modified ovitrap
and Bni was evaluated m different mtra-wban land-
scapes. Results from the first vear of collection mdicate
that thiz could be a promismg stratezy for detecting de
asgypti population outhreaks. In addition to being a sen-
=itive tool as an mdicator of reproduchvely achve dedes
populations, the ovitrap provides an mdirect estimate of
the feeding activity of the mosgmito population (Hoeck

TABLE

The Premise Index for 4edes aegypr and deder albopicrus m the smdied sites dunng 2004, according to the Health Departmant
of Recife Mumicipality, Brazil

DPremise Index in 2004
Sie  Distmct Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 5 Cycle §
aegy” albep*  aegyi albep aegy  albop aegy afbap oegi  albop aegy albop
1 Casa Forte L] L] o L] ] ] L] a ] 1] 1] Li]
Parnaminm 19 L 28 o4 24 09 28 @5 33 ] iz o
1 Brasiiia Teimosa 2.0 L] os 0 0E 0 I D 1.1 ] 11 @
3 Engenho do Meto B0 o X5 B0 ERE i B 12 ] 10 0
4 Moo da Conceigio 2.3 L] 0T 0l o4 0 0 0 ] ] 1] L]
Al Jozé do Pinha 04 Li] s 0 6 0 o5 0 ] ] a i)
5 Dois Irmfos 02 0z ] L] 1] ] L] a ] 1] 0 L]
Sitio dos Pintos Li] Li] ] ] ] ] L] 1] ] ] 1 Li]

a: Aedes aegypit; b dedes albapicms.
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Fig. 7: comparison of ezes collzcted during the period 1 (Apni-Wo-
vember 2004) and the peried 2 (December 2004 — April 2003) af sites
1{CFP. 2 (BT}, 3 (EM) and 4 (MCP). Egps ma:s collections were
carried ont using 1538 rap=km® in the site 1 {CFP) and 4.140 traps/
km* in the site 3 {(EM) duniee the period 1

et al 2003}, and 1= also an extremely simple and easily
adaptable device. The standard model (Fay & Elason
1266, WHO 15%5) has been improved by the addition
of hay mfusion {Retter et al. 1991} and smce then the
egg trap has been modified m vanous ways to fit local
needs, usually increasing its efficiency. Some examples
are the addition of 3 mesh to prevent the escape of adult
mosquitoes (Al-leen & Song 2000) and a stick card to re-
tain females (Ratchie et 2l 2003). Furthermore, different
tvpes of egg substrates are used, such as wooden paddles
of varying sizes (Swanson et al. 2000, Santos et al. 2003},
seed pernunation cards used as a eweular sheet or stps
(Masei et 2l 2000, Polson et al. 2002, Hoeck of al. 2003,
Barker et al 2003) or cotton fabries (Lenhart et al. 2005},
Dnfferent types of contamers with varymg #wd capaci-
ties have alzo been used (Bellm et al. 1996, Swanson
ef al 2000, Santos et al. 2003, Sant’ Ana et al. 2006). The
Mumeipality of Fecife Health Department is currently us-
mg approamately. 900 permanent ovitraps formed using
disposable plastic bettles contaiming Bt as a larvicide,
placed at skrategic locations such as cemetenes, tyre stor-
age areas and so forth.

This study has shown that the Ba-treated trzp with
an mereased volume (2 1) and owviposttion substrate area
(225 rm®) can safely remain in the field for up to two
months showing an egg-collection capacity (= 7,000
eggs'trap) capable of detecting not only shght but also
large vanations in the population size.
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Continuous egg-collechon at fixed samphng stahons
vizlded more than four omlhion eggs over a 52-week pen-
od in 464 sentinel ovitvaps distnbuted over frve sites. Mo
aszociaton between dedes population densities and the
socio-economic status of the inhabstants was found, since
the second highest vector density was observed precizely
where people have the highest Life quality (site 1) and the
lowest densities at a site with low life quality [site 5). Due
to the ovipositton behaviour of dedes, which 13 a colo-
mzer of any kind of water-holding contamer, this 15 not
a swpnsing finding. A similar observation has also been
reported m other Brazilian cities as Salvador (Teraera et
al 20026, Morato- et al. 2005), Manas (Rios-Velasquez
et al 2007), and Rio de Janeiro (Maciel-de-Freitas et al.
2007). However, swprisingly, i Recife the PT for one of
the disinicts (Casa Forte) m sitel was negative during 2004
{Table). The possible reasons for thes discrepancy could be
the macewracy of the visual method for detecting larvae
used for PI, and the resistance of high-income bousehelds
to allowing health workers to mspect thewr premicas. On
the other hand, a clear associabon between demographic
concentration and dedes density 15 revealed by our data:
the site the most mfested by deder was the most densely
populated (30.895 peoplekm”), while m the less mfect-
ed area, luman populstion density 15 sight tmes lower
(3,737 people! km ).

At the mtra-site level, egg counts allowed spots to be
wdentified where the vector breeding population 15 con-
sistently concentrated over the fime, pointing out areaz
within the prid that should be considered as high prior-
ity for stepping up contrel actvities. This observation
suggests the importance of the emvironmental condiions
at household level a: a determinant of mosquite breed-
mg achvity, and providing indivect evidence that adult
Ae. asgypti do not move far from the place where they
emerge. This agrees with the observations of Hamngton
et al. (2003), showing that 42 aegypti tend to be spatially
chustered at the household level in places where human
hosts and ovipesibon sites are abundant Therefore, the
use of spatial analysis techmiques, such as the Eernel
density estumator, to 1deniify hotspois of vector concen-
ration based on ovittap data can be very useful for gud-
mg confrol action.

According to Black and Moore (1996), density shufi=
m mosguite populations can be a result of regular season-
al clunatic changes in temperature, motsture, resources
or the emergence of new broods of adults. In the case of
dengue vectors a sudden density increase after ramfall
could be due to the appearance of 2 large number of lar-
vae as a consequence of a massive hatching of eggs acen-
mulated on container walls during 2 dry penod. The first
ramnfalls cecuming in Recifa after the dry season. when
temperatures are nsing could mark the onset dades pop-
ulation growth resulting m substanhally gh densihes
observed from Jammary to August Differences between
sites concerning the time of vear when the dedes popu-
Iahon starts to grow may be atmbuted to differences 1
the environment. especially the main type of containers
available for oviposition and their location 1o or around
the home Cuanttative differences i rainfall between
sites are being mveshgated 35 another possible cause, us-
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mg plrviometers installed at each site. The asseciation
between climatic and other co-vanables and the spatio-
temporal distnbution of de asgypti populahon over a
pariod of two vears will be the subject of another article

Although great efforts on the part of the government
program to reduce the vector population through the sys-
tematic use of larvicides the epidemiological pattern of
denzue cases in Braml remams unchanged According to
Teixewa et al. (2002a, 2003 analysis of available data
mdicate lmuted effechveness of vector control measures.
Everv vear, the number of dengue caszes increases con-
siderably from Jamuary to June-Tuly, decreasing steadily
thereafter and remaining at a low endemic fransmission
level untl December. Even when DENV-3 was mtro-
duced five vears ago, m 2 context of total human susceph-
bility and well established 4e. asgvpti populations every-
where, causing an explosive outbreak peaking in March,
the seascnal pattern was mantained This suggests that
the vector density could be a strong determunant of den-
gue transmission intensity and also that vector abundance
continues to be largely determined by seasonal chmate
factors, indicating that efforts to control the vector are
not showing apparent effects.

In Recife, where Bti has replaced temephos since
the detection of Asdes population resistance fo organo-
phosphorous compounds m 2002, larnvicidal eycles are
regularly applied covenng all 94 districts. However, the
entomological data gathered dunng this study show hagh
mfestation levels in the sites stodied and this may also be
the case for the rest of the wban termitory. For r-strategist
species, like most mosquitoes, a very high proportion of
mdrviduzals have to be killed to cause some impact on
the target population (Schofield 1991). Due to the large
number of zite types colomzed by de. cemph m urban
spaces 1t 15 very difficult to reach and treat most of them.
The actve parficipation of the communify m control
programs 15 essanhal fo reduce the mumber of potential
Ag. gaegypti breeding sites. Thiz has been demonstrated
by a suecessful program based on biclogical control and
collection of discarded comtamers by commural health
workers mm Vietnam (Kay & Nam 2005), as well as by
community involvement i Cuba (Spiegal ef al. 2002,
Toledo-Romam et al. 2006). Unfortunately, such well-
struchoed community invelvement “is more difficult fo
establish and mamntain mn societes with a strong culture
of indrviduah=m™ (Hales & Panhius 2005).

We hypothesizad that direchng confrol measures =1-
multaneously against two mosquito phases could help to
reduce e aagypti population. Accordmg to our results,
stepping up control action by mtegratng egg mass collec-
fon and larvicide treatment of water containers could be a
promising strategy. The aim was to prevent mosquito popa-
lation putbreak hypothetically associated with the mcrease
of dengue case:s from Jannary to May. Results showed that
this goal could be achieved depending on the number of
egzs destroved It 15 worth pomtmg out that, as C-OVT
were treated with B and kept in the same place for 2-month
cyveles, 2 large mumber of larvae ongmating from eggs lad
m the paddles have also been kallad At site 3, where more
than 4,000 C-OVTkm* were placed, the population srowth
observed in other sites between Jammary-April 2005 did not
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pecur, mdicating that vector population boosts can be pre-
vented through this control strategy.

Some aspects relating to the feanibibity of meorporat-
mg these surverllance and control stratezies m large-scale
programs, such as awtomate estimation of the number
of eges mm paddles, and operational costs are being tak-
en mto consideration and will be published elsewhare.
An egz counting computer-assisted system developed
by AFF. Arsijo and collaborators from the Informatbe
Center, Fedaral University of Pernambuco will be soon
available. The automatic meorporation of these data into
a geographic mformation system allows preducing nsk
surface maps, using spahal statishics metheds available
i the open sowce public domain sofftware Temaview, as
an impeortant tool for epidemiological and entomological
smveillance actnaties

There can be no doubt that mass adult collection as a
complement to the use of larnncides could produce a fast-
er mmpact on de. aegypr populations, provided an aduli
trap as efficient, simple and economical as this modified
ovifrap 15 available. In recent vears, traps for adult col-
lection have been developed and evaluated under field
condihons showing good potentral for momtonng dedes
populations (Maciel-da-Freitas et al 2006, Williams et
al. 2006, Facchinell et al 2007, Gama =t al 2007).

Finally, it 15 omportant to draw attenbon to the strategy
of callmg for a network of multi-instifutional and mult-
disciplinary components with mtegrated use of spanally
aware mformation technology 1o pursuit of a commoen
gozl Thiz strategy was designed to help increase the
competence of the control of transmiszible diseases, by
providimg new tools for swrvelllance and control systems,
mecluding environmental aspects, nsk factor detection,
and automatic warning methods. It should provide more
effictent outbreak detection

ACKNOWLEDGEMENTS

To the fizldwork snd lzboratory staffs from the Secretaria
de Satde do Recife/CVA and CPqAM Fiocruz. To the people
of the Engenho do Meio, Brasilia Teimoss, Morro da Concet-
30, Alto Fosé do Pinho, Sitio dos Pintos, Dois Irmios, Casa
Forte and Parnamirim districts for their collaboration.

REFERENCES

At-lzen TG, Song BT 2000, The use of (5 in oviirap monitering for
dengzue contred m Singapere. Dengue Bull 24: 110-114.

Armijo AP, Malo-Santos MAV, Carlos SO, Ries EMM, Regis L 2007
Evaluation of an experimental product basad on Baciiles thuring-
fensis sorowar. israelensis against dader cesypt lanvae (Diptera:
Culicidas) Risl Conrrol 41: 339347,

Bailey TC, Gatrell AC 1905, Inreracinve Spatial Dare dnalysis, Pren-
tice Hall, Harlow, England, 414 pp.

Barker Cvl, Paulson SL, Camirell 5, Davis BS 2003. Habutat prefer-
ence and phenology of Colileroratur trizerfams and dedes al-
Bapictur (Diptera: Culicidag) in Soothwestern Virginia. J Med
Entomol 40 403-210.

Bellini B, Carrieri M, Burgio G, Bacchi M 1896, Efficacy of different
oviraps and binomial sampling in dedes albapicnir surveillance
activity. J.dm Mosg Contral A5soc 12 §32-534.

Benjamin 5, Ratk A, Chiang YF, Lee HL 2005, Efficacy of a Bacillus

thuringiensis isroedersis ablat formulation, VectoBac DT, for
control of dengme wectors in potable water containers. Sonthearr
Asign J Trop Mad Public Hexlth 38 BT9-802

Black WC, Moore CG 1094, Popalation biology 23 a tool for smdying
vector-born disease. In BT Beary, WC Marguardt, The Brology o
Diirease Fecrors, University Press of Colorade, US4, p. 303216

BrazalA, Gomes AT, Melson M. Mello BCG, Bargamaschi D, Soum
TMP 2000. Comparagio enfre pesquisa larvaria e armadilha de
oviposicde para deteccio de dedes aemypr. Rev Soc Brar Med
Trop 33 347353,

Clemants AN 1991, The Biology of Mosguitoes, Vol I, Chapmar and
Hall. Londar, 536 pp

Facchimelli L, Valerio L, Pombi M, Refter P, Constantini C. Della
Terre A 2007 Development of a novel sticky wrap for container
breeding mosguitoss and evaluation of its sampling proparties o
moniter urban populations of dedes albapicius. Med Fat Entomol
27 183-195.

Fay BMW. Elizzon DA 1044, A preferred oviposition site as survetllance
method for deder aegyprr. Mozg News 260 531-335.

Gama RA_ Silva EM, Sitva IM, Resende MC, Eiras AE 2007 Evahaa-
tion of the sticky MosquiTEAP™ for detecting dedes {Stegomy-
idyaeeyps (L) (Ciptera- Culicidas) during the dry s2ason in Belp
Horizoote, Minas Gerais, Brazil Nesrrop Entemol 36: 204-302.

Hales 5, Panhnes W 2005. A pew strategy for dengue control. Lancer
365 551551

Harrington LT, Scott T5, Lerdthusnes K, Colaman RC, Costero A,
Clark G, Jones JT. Eintbhawes 5, Kiftavapons F. Sithiprazazma
E. Edman J 20405 Dispersal of the denzue vector dede: aesymT
within and between mural compunities. dm J Trop Med Hye 72
109-220

Hoeck PAE, Ramberg FB, Memill SA, Moll C, Hagedorn HH 2003
ion and parity levels of deder megypo collected in Tacson
J Fector Ecol 28: 1-9.

Eay B, Nam V5 2005, Maw siratezy against deder aegypsl n Viet-
nam Lancer 365: 613-517

Lenhart AE, Walle M, Cedillo H, Kroezer A 2003 Building a betier ovit
rap for detecting dedes aesyps oviposition. dcm Frop 960 56-52
Madel-de-Freitas B, Eims AE. Lourence-de-Oliveira B 2008, Fild
evaloation of the BG-sentinel, a new map for caprunne adult dedes
aegypi (Diptera: Culicsdas). Sdem Bt Oowaldo Cru JOI: 320-325

Marciel-de-Freitas B. Margues WA Perss BC. Cunha 5P, Lourengo-
de-Dliveira B 2007 Variation in dedes aesypi (Diptera: Culici-
dag) containsr productivity in a shim and a suburban district of
Rip de Japeiro during dry and wet seasons. Mem Incr Oneaide
Cruz 102: 450-494.

Moanteire AMV, Carvalho MS, Assungdo B, Soeaza WV, Ribeiro Jr B,
Dawis Ir C, Regizs L. the SAUDAVEL Project Team 20035 SAU-
DAVEL: Bridzing the Gap between Pessarch and Services in
Dhablic Health Operational Programs by Mult-Instimtional MNet-
workirg Development and Tse of Spatial Information Tech nol-
oEy Innewative Toals. [cited 2008 Jan 10]. Awvailable from: bmp:
www.dpi inpe br'saudavel publicacoes tml,

Mosato VO G, Teizeira MG, Gomes AC, Barzgamaschi DP. Barreto M
2005. Infestation of deder aegyptl estimarted by ovipesition traps
in Braml Rev Semde Peblica 39: 533-538.

Malia M5, Thavam U7, Tawatsin A, Chompeorsi 7 2004, Procadures
for the evaluation of field efficacy of slow-release formulations
of larvicides apainst dedes aegypd in water-storags containers. J
Am Mosg Contral Assoc 20: 6473

Mascl RS, Moore CG, Biggerstaff BT, Pannela NA Lin HG, Karabat-



MSIANTOS, M.AV. 217

Aedes aegyptDiptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias...

fden fnst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol 103{1), ﬁ:brur].' 2008 59

w05 N, Davis BS, Brannan ES 2004. La Crosse encephalitis virus
habitat association in Nichelas Courty, West Virginia, J Med En-
famel 37 350570,

Polson KA, Curtis C, Seng CM., Olson JG. Chantha W, Rawlins 5C
2002, The use of ovitraps baited with hay infusion as a surveil-
lance tool for dedes oesypti mosquitess in Cambodia Demgue
Bull 26 178-184,

Bepiz L, Diiveira CME, Sthva-Filha MH. Silva 5B, Macil A, Furtado
AF 2000 Eficacy of Bacilus sphaericus in control of the fi-
lariasis wector Culex quingrgfhciatns inan urban arza of Olinda,
Braril Trans R Soc Trap Med Hyg 94 488402

Bagis L, Silva-Filha MH, Nielsen-LeBoux C, Charles JF 2001 Bacte-
riolegical larvicides of dipteran disease vectors. Tremds Parasital
17377380

Eaiter B Amador MA, Colon ™ 1991, Enhancement of the CDC ovi-
trap with bay infusions for daily monitoring of deder eesypd
populations. J4m Mosg Conmral dssoc 7: 51-55.

Paps-Velasquez CM, Codego CT. Honorio A, Sabrosa PS, Moresco
M. Cunha ICL, Lewino A, Toledo LM, Luz SLE 3097, Distribu-
tions of denzue vectors in neibghberhoods with differsnt urban-
ization types of Mapans, state of Amaronas, Brazil Mem B
Onwalde Cruz 102: §17-613,

Ritchia SA, Long 5, Hant A, Webb CE, Russell RC 3003, An adulti-
cadal seecky ovitrap far sampling contamer-hresding maosquifoes
JAm Mosg Conrrol d1sec 19, 133-242

Sant'Ama AL, Rogque BA Eimz AE 2008 Characteristics of grass
infusion as oviposition attractants to dedes {Siegoniyia) (Diplera:
Culicidag). J Med Entomol 43 214-210.

Santas SEA. Melo-Sanios MAV, Regis L, Albeguerqus CME 2003
Field evahuation of ovitraps consociated with grass infuzion and
Baciliur thuringiensfs var fsroelensis to determine aviposition
mtes. Dengzue Bull 27 136-161

Schofiedd C 1801 Vector population responses to control mierven-
tion. Anm Sec Belg Med Trop 71: 201-217

Scott TW, Amerasinghe PH, Morrison AC, Lorenz LH, Clarck GC.
Smickman D Kittayapong P, Edman T 20040_ Lonertwdinal shad-

iez of dede: aesypr (Diptera: Culicidas) in Thatland and Pusrio
Bico: hlood feeding frequency. J Med Enrgmel 37 89-101.
Setha T, Chantha M, Secheat D 2007, Efficacy of Bacillus thuringren-
115 irrawiensis, Vectobac® WG and DT formulations against den-
EUE masguito veciors in cement potable water jars in Cambodia.
Seutheasr dsian J Trap Med Pubiic Health 35 251-268.

Spiesel [, Yazs A Tate B 2002 Dienzue in Cuba: mobilizarion against
Awdes geeypr. Lancer Byfect Dis 2: 207-208

Stoops CA 2005 Influence of Baciliur shurinstensis var israskmsis oo
oviposition of dedes aibapicnus (Skuss). J Pecrar Ecal 3 4144

Swanson J, Lancaster M. Anderson J, Crandell M. Hamaris L. Grim-
stad B, Kitron U 2000 Overwintering and establishment of dede:
athopictus (Diptera: Culicidas) in anurban La Cross vimus enzo-
ofic site in Timais J Wed Exromad 37 $52-460.

Teiusira MG. Bareto ML, Costa MCH, Farreira LTIA, Vasconcelos
BFC 2002a. Avaliacio de impacto de agbes de combate 2o de-
de: memypt 13 cidade de Salvador, Bahia. Rev Bro: Epidemisl
¥ 108115

Teixeira MG, Bamrete ML, Costa MO, Fermeiza LDIA, Vasconcelos
PFC, Caimcross § 20020 Dynamics of dengue wins cinculation:
1 silent epidemics in a comples urban atea Trop Med I Heaith
7= 757-T62

Teixeira MG, Costa MCH, Barrete ML, Mora E 2005, Denzus and
dengue hemorrhagic fever epidemics o Brazil: what research iz
needed based on trends, surveillance and control expenences?
Cod Sonde Publica 21: 1307-1315.

Toledo-Romani ME. Baly-Gil 4, Ceballus-Ursuls E, Boslaert M,
Stuyft PV 2006, Participacion comunitaria en la prevencion de
danzue un aberdaje desde la parspectiva da los diferentes actoras
sociales. Saiud Preblice Mey 450 3022

WHO- World Health Organizanon 1093 Guidelines for Dengoe surver-
Darce and mesqaite conerol. Western Paciic Edu deroms 5, 104 pp.

Williams CP. Long 5A, Fnssell RC, Ritchis 54 20046, Field afficacy
of the BG-sentinel compared with CDC backpack aspirators and
CO -baited traps for collection of adult dedes aesypti in Cairns,
Gueencland, Auswalia Jim Mozg Congrel drsoec 27 208-300.



Aedes aegyptDiptera:Culicidae)estudos populacionais e estratégias... MISANTOS, M.AV.

218

ANEXOS

Anexo A — Carta de aprovacio do Comite de Etica em Pesquisa Seres
CPgAM/Fiocruz.

d
\.4/4 .
H E
Comité de Etica
em Pesquisa
Titulo do Projeto: “Aedes aegypti: estudos populacionais e estratégias
integradas para controle vetorial em municipios da Regido Metropolitana do
Recife, no periodo de 2001 a 2007”
Pesquisador responsavel: Maria Alice Varjal de Melo Santos
Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ - NESC
Data de apresentagao ao CEP: 28/05/2007
Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 37/07

Registro no CAAE: 0037.0.095.000-07

PARECER N° 021/2007

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodoldgicos do
Projeto em questdo estéo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugdo CNS 196/96 e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 13 de junho de 2010. Em
caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatorio e

atualizagéo do projeto.

Recife, 13 de junho de 2007.

Waria de Medet™®

o
Biomédica
Coordenadora
CEPICPAMIFIOCRUL

Observagéo:
Anexos:
e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
« Modelo de relatorio anual com 1° prazo de entrega para 13/06/2008.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 Q:

Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 Pyt

Recife - PE - Brasil AGGEU FIOCRUZ
comitedeetica@cpgam. fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sagde

Humanos



