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RESUMO 

 

 

O Aedes aegypti é o principal vetor dos arbovírus causadores de doenças como dengue, zika, 

chikungunya, febre amarela urbana, representando uma grande preocupação para a Saúde 

Pública. Diversas medidas são adotadas para mitigar os impactos causados por esse mosquito, 

incluindo o controle mecânico, químico e biológico. O Bacillus thuringiensis (Bti) é um agente 

de controle de insetos vetores de doenças e pragas agrícolas, amplamente utilizado em 

programas de controle biológico ao redor do mundo. No entanto, fatores ambientais como 

radiação ultravioleta, pH, salinidade e temperatura podem afetar sua persistência, diminuindo 

sua plausibilidade biológica na natureza. Neste contexto, encontrar novas bactérias do bioma 

amazônico com potencial bioinseticida é crucial para implementação de novos agentes 

entomopatogênicos na região. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial larvicida de uma 

linhagem de Bacillus thuringiensis isolada de ambiente amazônico em condições de 

semicampo e sua toxicidade em organismo não-alvo. O presente estudo foi realizado no 

Laboratório de Controle biológico e Biotecnologia da Malária e Dengue (LCBBMD) do 

Instituto de Pesquisa da Amazônia (INPA). Foram utilizadas as linhagens GD02.13-B. 

thuringiensis e AM65-52 (Bacillus thuringiensis var. israelensis) para avaliar seus efeitos em 

laboratório e semicampo. As análises de mortalidade e fatores químicos e físico, como pH e 

temperatura, foram realizadas semanalmente durante cinquenta dias. A persistência das 

bactérias foi determinada pela contagem de colônias viáveis em comparação com a linhagem 

padrão. As linhagens tóxicas para larvas de Aedes aegypti também foram testadas em girinos 

do gênero Scinax, organismo não alvo.Os resultados mostraram que os componentes celulares 

da linhagem GD02.13 foram mais eficientes que os da cepa padrão, tanto em condições de 

laboratório quando de semicampo. A exposição dos girinos aos componentes celulares das 

linhagens GD02.13 e AM65-52 não resultou em mortalidade até cinco dias de avaliação. 

Portanto, o desenvolvimento de larvicidas bacterianos para o controle biológico pode ser 

significativo e econômico, com atividade direcionada a organismos alvos, além de serem 

promissores como medidas de controle vetorial do mosquito A. aegypti. 

 

Palavras-chaves: Bactérias amazônicas, potencial bioinseticida, arboviroses, controle 

biológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Aedes aegypti is the main vector of arboviruses that cause diseases such as dengue, zika, 

chikungunya, and urban yellow fever, representing a major concern for public health. Several 

measures are adopted to mitigate the impacts caused by this mosquito, including mechanical, 

chemical, and biological control. Bacillus thuringiensis (Bti) is an insect vector control agent 

for diseases and agricultural pests, widely used in biological control programs around the 

world. However, environmental factors such as ultraviolet radiation, pH, salinity, and 

temperature can affect its persistence, decreasing its biological plausibility in nature. In this 

context, finding new bacteria from the Amazon biome with bioinsecticidal potential is crucial 

for the implementation of new entomopathogenic agents in the region. The objective of this 

study was to evaluate the larvicidal potential of a Bacillus thuringiensis strain isolated from 

the Amazon environment under semi-field conditions and its toxicity in non-target organisms. 

This study was carried out at the Laboratory of Biological Control and Biotechnology of 

Malaria and Dengue (LCBBMD) of the Amazon Research Institute (INPA). The strains 

GD02.13-B. thuringiensis and AM65-52 (Bacillus thuringiensis var. israelensis) were used to 

evaluate their effects in the laboratory and semi-field. Mortality and chemical and physical 

factors, such as pH and temperature, were analyzed weekly for fifty days. Bacterial 

persistence was determined by counting viable colonies in comparison with the standard 

strain. The strains toxic to Aedes aegypti larvae were also tested on tadpoles of the genus 

Scinax, a non-target organism. The results showed that the cellular components of the 

GD02.13 strain were more efficient than those of the standard strain, both in laboratory and 

semi-field conditions. Exposure of tadpoles to the cellular components of the GD02.13 and 

AM65-52 strains did not result in mortality up to five days of evaluation. Therefore, the 

development of bacterial larvicides for biological control could be significant and cost-

effective, with activity directed at target organisms, in addition to being promising as vector 

control measures for the mosquito A. aegypti. 

 

Keywords: Amazonian bacteria, bioinsecticide potential, arboviruses, biological control.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças causadas por arbovírus representam uma ameaça significativa à saúde das 

populações em áreas tropicais e subtropicais do planeta (TOLLE, 2009; WHO,2022). Nas 

últimas décadas, arboviroses de amplo impacto na saúde pública, como dengue, chikungunya, 

Zika e febre amarela urbana, têm recebido atenção em relação as medidas de controle, 

especialmente devido ao agravamento dessas enfermidades (BENELLI, 2016; HUANG et al., 

2019; SOUZA- NETO et al., 2019). A distribuição dessas infecções virais tem se expandindo, 

resultando em epidemias em diversas partes do mundo. Diante desses cenário, torna-se 

imperativa a implementação de novas estratégias para mitigar os impactos causados pelos 

insetos vetores de doenças (ACHEE et al., 2019, WHO, 2024). 

Apesar da disponibilidade de duas vacinas aprovadas pela ANVISA (Dengvaxia® - 

SANOFI e Qdenga®- Takeda), a luta contra a dengue ainda enfrenta diversas limitações. Vários 

métodos são utilizados no controle vetorial, incluindo o controle mecânico, que consiste na 

eliminação ou remoção de criadouros, e o controle químico, que utiliza inseticidas sintéticos 

(ZARA et al., 2016). No entanto, esses produtos químicos são tóxicos ao meio ambiente e, além 

disso, o uso prolongado pode favorecer a seleção das populações resistentes desses mosquitos 

(HAMID et al.,2018; WULIANDARI et al., 2020). 

Diante disso, outras estratégias estão sendo implementadas, como o controle 

biológico, que utiliza microrganismos entomopatogênicos, incluindo vírus, bactérias e fungos. 

Esse método é considerado ecológico e visa amenizar os impactos negativos provocados pelos 

inseticidas químicos e sintéticos (MOYES et al., 2017; LAZARTE et al., 2018; HAMID et al., 

2018). 

Bactérias do gênero Bacillus abrigam diveras espécies com potencial para o controle de 

insetos vetores de patógenos e pragas agrícolas (DAHAMA et al., 2020; FALQUETO et al., 

2021). Um exemplo notável é a bactéria Bacillus thuringiensis, que, devido à sua grande 

variabilidade genética, tem se destacado como uma importante ferramenta em programas de 

controle biológico em todo mundo. Essas bactérias produzem uma variedade de moléculas 

inseticidas como proteínas Cry, Cyt, Vip e outros metabólitos com eficácia no controle de 

mosquitos dos gênero Aedes, Anopheles e Culex spp. (CRICKMORE et al., 2021). 

Os agentes bacterianos baseados em B. thuringiensis isralensis e Lysinibacillus 

sphaericus são considerados larvicidas microbianos eficazes contra diversos gêneros de 

mosquitos, como Aedes, Anopheles e Culex spp., sendo amplamente utilizados em programas 

de controle biológico ao redor do mundo (DERUA et al., 2019; BARBIERE et al., 2021). Esses 
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agentes têm como alvo as formas imaturas (larvas) dos insetos que habitam ambientes 

aquáticos, contribuindo para a redução da densidade vetorial e diminuindo os casos de 

transmissão de arbovírus. Além disso, os produtos à base desses microrganismos podem ser 

utilizados individualmente ou em combinações para controlar as populações desses mosquitos 

(MUNGA et al., 2013; BARBIERE et al., 2021). 

No entanto, as larvas de mosquitos podem reagir de forma variável aos larvicidas 

bacterianos (DERUA et al., 2019), assim como a muitos outros inseticidas, o que pode 

influenciar os resultados dos programas que utilizam larvicidas como método de controle. O 

sucesso desses programas requer um planejamento e uma gestão cuidadosa dos diferentes 

aspectos envolvidos ( FILLINGER et al., 2011;WHO,2013). 

As principais considerações incluem a escolha do produto larvicida, sua eficácia e a 

residualidade do efeito, além de como esses fatores são impactados pelos diferentes tipos de 

habitat e condições ambientais. A eficácia dos biolarvicidas pode ser afetada por diversos 

fatores, como a exposição à luz solar, que pode reduzir a persistência dos biolarvicidas em 

habitats aquáticos, tendo potencialmente um efeito adverso nos programas larvicidas ( ZOGO 

et al., 2019). 

No entanto, é necessária a busca por novos agentes entomopatogênicos e moléculas 

que sejam eficazes, ecologicamente corretas e seguras para o ser humano e para o meio 

ambiente (DAROS et al., 2009; KATAK et al., 2023). Para o desenvolvimento de produtos 

de origem microbiana, é fundamental a realização de diversas análises para avaliar sua eficácia 

em relação ao inseto alvo e aos não-alvos ao longo do período de aplicação durante os testes, 

bem como para determinar a dose letal e a concentração crítica de ecotoxicidade (BOTELHO, 

2010). 

Os fatores ambientais representam um dos maiores desafios para produtos à base de B. 

thuringiensis, devido às variações climáticas, umidade, temperatura, pH, radiação solar, entre outros. 

Portanto, é essencial realizar um estudo de viabilidade e persistência antes de aplicar 

inoculantes microbianos nos testes, a fim fornecer novas ferramentas que ajudem a mitigar os 

impactos causados por insetos vetores de patógenos (BOTELHO, 2010; DERUA et al., 2019; 

VIANA et al., 2020). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar, em condições de semicampo, o 

potencial larvicida da linhagem GD02.13 de B. thuringiensis israelensis, isolada de ambiente 

amazônico, assim como sua toxicidade em girinos, que são organismos não-alvo. A pesquisa 

busca entender a eficácia dessa linhagem especifica no controle de larvas de mosquitos, 

contribuindo para o desenvolvimeto e manejo sustentável e minimamente impactantes. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aedes aegypti: Aspectos gerais 

 

O mosquito A. aegypti (Linnaeus, 1762) é um inseto pertencente à classe Insecta, ordem 

Diptera e Família Culicidae, sendo o vetor de diferentes arbovírus, como o Dengue (DENV), 

Zika (ZIKV), chikungunya (CHIKV) e febre amarela urbana (YFV) (FERREIRA-DE-BRITO 

et al., 2016; ARAGÃO et al., 2018; SOUZA-NETO et al., 2019). 

O A. aegypti apresenta características que o diferenciam de outros mosquitos, como a 

presença de listras brancas no tórax em formato de lira musical e manchas esbranquiçadas nas 

pernas (FORATTINI, 2002; WRBU, 2022). Esses insetos vetores adaptam-se facilmente a 

áreas urbanizadas devido aos seus hábitos domésticos, o que favorece sua proliferação nesses 

ambientes (CARVALHO & MOREIRA, 2017; XIA et al., 2021). 

O ciclo de vida desse inseto é do tipo holometábolo (metamoforse completa), compostos 

por um ciclo aquático que inclui o ovo e quatro estádios larvais (L1, L2, L3 e L4), além da fase 

pupal e do ciclo terrestre do mosquito adulto (ZETTEL & KAUFMAN, 2009; TORRES et 

al., 2022). (Figura 01). 

 

Figura 1:Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti 
Fonte: Laboratório de Malária e Dengue, 2024 
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A duração dessas fases depende de alguns fatores ambientais como: temperatura, 

demanda de alimento e a quantidade de larvas no recipiente (BESERRA & FERNANDES, 

2009; GARZÓN et al., 2020; TORRES et al., 2022). O macho e a fêmea se alimentam de néctar, 

mas a fêmea precisa fazer a hematofagia, após o acasalamento, para amadurecimento dos ovos 

(CONSOLI & LOURENZO-DE-OLIVEIRA,1994; FORATINI, 2002; CDC, 2022). 

Os ovos do A. aegypti, apresentam a forma elíptica ou oval, no momento da oviposição 

apresentam coloração de cor pálida e, após algumas horas vão adquirindo coloração negra e 

tonalidade brilhante devido ao contato com o oxigênio. Os ovos são resistentes à dessecação, 

isso faz com que permaneçam por um longo período sem eclodir, são colocados em ambientes 

naturais ou artificiais em superfícies úmidas, logo acima da linha d’água (FUNASA, 2001; 

WRBU, 2022). As condições de umidade e temperatura são essenciais para o desenvolvimento 

do embrião do mosquito. A fase embrionária do A. aegypti dura de dois ou três dias secando ao 

ar livre, pois precisam ficar em condições ideais para eclodirem (SILVA eSILVA, 1999). 

Os ovos do A. aegypti é a forma mais resistente e importante do ciclo biológico dos 

culicídeos, pois permite uma vasta sobrevida, isso devido à resistência que possuem diante de 

grandes adversidades climáticas (SILVA & SILVA, 1999). O repasto sanguíneo das fêmeas 

estão relacionados ao amadurecimento de seus ovos, pois precisam das proteínas encontradas 

no sangue para maturação dos ovos (CONSOLI et al.,1982). As fêmeas de A. aegypti são 

altamente antropofílicas, mesmo quando outros animais como mamíferos e aves se encontram 

disponíveis (WRBU, 2022). 

As larvas dos mosquitos A. aegypti são aquáticas, têm aspecto vermiforme e coloração 

que varia entre o esbranquiçado e esverdeado, é a fase que apresenta maior atividade funcional 

na alimentação e crescimento. Seu corpo é dividido em cabeça, tórax e abdome, sendo que os 

dois primeiros são mais globosos, enquanto seu abdome apresenta aparência semicilíndrica. A 

larva apresenta um aparelho bucal mastigador, é desprovida de apêndices locomotores e não se 

pode definir facilmente o sexo do mosquito (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). 

As pupas dos mosquitos A. aegypti têm forma de vírgula, durante essa fase não se 

alimentam, movimentam-se bastante quando incomodadas, mas estão quase sempre parada sem 

contato com a superfície da água, onde realizam as trocas gasosas. Seu corpo, inicialmente tem 

a mesma cor das larvas recém-transformadas, próximo ao momento da emergência do adulto 

apresentam coloração escura. Após esta fase ocorre à metamorfose do mosquito que passa 

da fase pupal e se transforma em mosquito adulto, na qual por sua vez se alimenta por punção, 

tem asas, pernas, genitálias internas e externas completamente formadas (CONSOLI & 

OLIVEIRA, 1994). 
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O corpo do mosquito A. aegypti adulto é dividido em cabeça, tórax e abdômen. Na 

cabeça encontram-se os principais órgãos do sentido como: os olhos e as antenas. Os palpos 

possuem escamas brancas apicais, probóscíde com escamas escuras, clípeo com mancha de 

escamas pálidas, pedicelo com escamas pálidas nas superfícies laterais. No tórax estão 

localizados os apêndices especializados na locomoção, isto é, as pernas e as asas. No abdome 

está localizada a maior parte dos órgãos internos, dos aparelhos reprodutor, digestivo e excretor. 

Seu exoesqueleto é formado principalmente por quitina (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; 

WRBU, 2022). 

Essa espécie de mosquito é comum em áreas urbanas nos trópicos e subtrópicos, sendo 

altamente adaptada a viver em estreita associação com humanos, alimentando- se 

preferencialmente de sangue de hospedeiros, colocando seus ovos em recipientes localizados 

no interior e ao redor de habitações humanas (OMS, 2020; WULIANDARI et al., 2020). 

 

2.2 As principais arboviroses 

 

 

As arboviroses são doenças causadas por vírus, que são veiculadas por artrópodes 

vetores de doenças como o mosquito A. aegypti. Esses patógenos ocasionam grandes agravos à 

saúde humana (GUBLER et al., 2001; FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016; ARAGÃO et al., 

2018, OMS, 2020). A dengue é transmitida pela picada da fêmea de A. aegypti infectada. Quatro 

sorotipos circulam no Brasil: (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), sendo que já foi 

detectado o quinto sorotipo (DENV-5) na Malásia, onde até o primeiro momento ocorreu 

apenas em primatas (GOULD e SOLOMON, 2008; ROCHA & TAUIL, 2009; VASILAKIS, 

2013). Estima-se que 95 e 114 milhões de infecções por dengue ocorram globalmente por ano, 

com 32 a 66 milhões de casos febris e quatro milhões de infecções que requerem hospitalização 

(CATTARINO et al., 2020; WHO, 2023). Além da dengue, o A. aegypti pode transmitir os 

arbovírus causadores da Febre Amarela Urbana (YFV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), 

este último reemergente no Brasil (GUBLER, 1998; ZARA et al., 2016). O mosquito vetor 

encontra-se disseminado, por todo o território Nacional, fazendo-se necessário trilhar novas 

abordagens, nesta área epidemiológica para avançar nas pesquisas no combate a essas infecções 

virais (CAVALCANTE et al., 2020; ARAÚJO, 2021; WHO, 2023). 

O Zika foi identificado pela primeira vez no continente Africano, em 1947, após 

detecção em macacos sentinelas para monitoramento da febre amarela, na floresta Zika, em 

Uganda. Classificado como um arbovírus da família Flaviridae é transmitido principalmente 
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pela picada da fêmea do mosquito A. aegypti (GOIS et al., 2021). 

A disseminação também pode ocorrer por meio de um paciente infectado para outras 

pessoas sadias, por meio da transmissão vertical, transfusões de sangue e relações sexuais 

(FREITAS et al., 2020). Em sua maioria, os infectados pelo Zika vírus permanecem 

assintomáticos ou apresentam sintomas leves como dor de cabeça, febre baixa, dores leves nas 

articulações, manchas vermelhas na pele, coceira e vermelhidão nos olhos. Contudo, a Zika 

também está associada a manifestações neurológicas em crianças e adultos, a exemplo de 

complicações oftálmicas, como anormalidades do nervo óptico e da retina, síndrome de 

Guillain-Barré e déficit cognitivo (GOIS et al., 2021), assim como está ligado às malformações 

congênitas, como a microcefalia, grave consequência da Síndrome Congênita do Zika 

(SIDDQUE et al., 2019; BRADY et al., 2019; ANTONIOU et al., 2020). 

No Brasil, o vírus foi identificado pela primeira vez em abril de 2015. No mesmo 

período, houve alta no padrão de ocorrência de microcefalia no país. Na época, o evento foi 

considerado uma Emergência de Saúde Pública Nacional e posteriormente Internacional. Em 

seguida, foi constatado que os recorrentes casos de microcefalia, que também cursam com 

outras anomalias cerebrais e alterações neurológicas, estavam diretamente relacionados à 

infecção pelo Zika no período gestacional (SILVA et al., 2021). 

A febre chikungunya foi registrada pela primeira vez em 1953, quando o vírus foi 

isolado durante uma epidemia da doença na Tanzânia. A palavra chikungunya, traduzida do 

swahili, significa “aqueles que se dobram” em referência à postura que os pacientes 

apresentaram durante a fase aguda da doença. Trata-se de uma doença viral veiculada pelos 

mosquitos A. aegypti em ambientes urbanos e Aedes albopictus em ambientes rurais ou 

selvagens. O vírus Chikungunya (CHIKV) pertence à família Togaviridae e gênero Alphavírus 

de genoma RNA (AZEVEDO et al., 2015). Em relação à fase crônica, se estende por anos, o 

vírus Chikungunya representa uma problemática para a Saúde Pública para países de clima 

tropical como o Brasil, devido à grande dispersão dos seus vetores, A. aegypti e A. albopictus 

em suas regiões (CAMPBELL et al., 2015; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

No início dos anos 2000, o surto de chikungunya foi relatado em países da África, Ásia 

e Europa. Em meados de 2013, surgiu nas Américas, onde no primeiro ano, mais de um milhão 

de novos casos foram relatados (JONES et al., 2020). Desde então, o vírus tem sido responsável 

por grandes surtos e epidemias sobre a população resultando em mortes atribuídas por essa 

doença. No Brasil, o primeiro registro da presença do vírus ocorreu em 2014 nos estados da 

Bahia e do Amapá, que rapidamente se espalhou para os demais estados do país, aumentando 

de forma considerável os casos suspeitos em um curto período de tempo, mas bem menor 
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quando comparado aos demais países, especialmente da América Central e Caribe (SILVA et 

al., 2018). O CHIKV é caracterizado clinicamente por febre com dores articulares intensas, 

afeta principalmente as articulações periféricas dos pés, mãos, dedos, tornozelos, joelhos e 

punhos, são os primeiros sintomas que ocorrem na fase aguda e pode persistir por semanas. 

Dessa forma, o vírus apresenta um grave problema à Saúde Pública nos países de clima 

tropical pelas condições favoráveis ao desenvolvimento do mosquito vetor da doença. Com 

isso, a melhor forma de prevenção destas arboviroses ainda é o combate ao mosquito vetor, 

mantendo a limpeza do ambiente, eliminando os possíveis criadouros, assim como o uso de 

repelentes e inseticidas durante os surtos da doença (WILSON et al., 2020). 

 

2.3 Controle vetorial 

 

 

Apesar da disponibilidade das vacinas (Dengvaxia® - SANOFI e Qdenga®- Takeda) 

aprovadas pela ANVISA, comercializadas e disponibilizadas para a prevenção da dengue, o 

controle vetorial, ainda é um dos métodos mais utilizados para reduzir os impactos na Saúde 

humana, principalmente na prevenção dos quatro sorotipos da dengue (DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 e DENV-4), Zika e chikungunya, no Brasil e em outros países (HAMID et al., 2018; 

SAMISTA et al., 2021; BRASIL, 2023). 

O controle vetorial, ainda é considerado a principal estratégia para prevenir e reduzir a 

transmissão dos arbovirus transmitidas pelo vetor. No entanto, o programa nacional de 

controle enfatiza o papel do envolvimento da comunidade na redução de possíveis criadouros 

de mosquitos por meio de campanhas socioeducativas, ou seja, cobrindo e limpando possíveis 

pontos de reprodução e eliminando recipientes contaminados (KUSRIASTUTI, 2005). Com 

isso é possível reduzir o foco trabalhando juntos no manejo ao vetor. 

Além do controle vetorial outros métodos como o controle mecânico, químico, 

biológico e integrado, são utilizados no combate à doença e são estratégias usadas como forma 

de diminuir esse problema de Saúde Pública que afeta vários continentes. Os inseticidas 

químicos causam efeitos instantâneos, porém, pode ocasionar a seleção de populações de 

mosquitos resistentes aos produtos, ocasionando prejuízos econômico, ambiental e 

preocupação na Saúde Pública (TADEI et al., 1998; TADEI, 2017; MOYES et al., 2017). 

O controle dos vetores são ferramentas relevantes para combater o mosquito vetores 

e não pode depender de uma única metodologia de ação contra esses insetos-alvos. Ao 

contrário, deve-se dispor de várias alternativas adequadas à realidade local, que permita sua 

execução de forma integrada e seletiva (OPS, 1995; ROSE, 2001; QUIROZ et al., 2007). 
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2.4 Controle biológico 

 

 

O controle biológico vem sendo utilizado como proposta promissora depois do uso 

prolongado de inseticidas sintéticos. É um método seguro e eficaz por utilizar organismos 

provenientes da natureza no combate a esses mosquitos vetores de doenças. Como todos os 

organismos, os insetos são suscetíveis à infecção por microrganismos patogênicos. Os 

inseticidas biológicos estão, portanto, se tornando componentes-chave das estratégias de 

manejo integrado desses vetores. As espécies de B. thuringiensis (Bt) têm sido utilizadas em 

diversos programas de controle biológico no mundo (CRICKMORE, 2006; DERUA et al., 

2019). Bactérias entomopatogênicas do gênero Bacillus têm sido usadas por décadas, 

principalmente contra os mosquitos dos gêneros Culex, Aedes e Anopheles (ROH et al., 

2007; ROSAS-GARCIA, 2009; JOHNSON et al., 2020; ORTIZ e SANSINENE et al., 2021). 

A bactéria B. thuringiensis, tem sido estudada por suas propriedades inseticidas como 

agentes entomopatogênicos para o controle microbiano de insetos vetores de doenças 

(SANCHIS et al., 2011). Várias espécies de B. thuringiensis são utilizadas no controle de 

insetos, pois são intensamente específicos para diferentes organismos-alvos e são inofensivos 

para espécies não-alvos, ao meio ambiente e ao homem (CRICKMORE et al., 1998; MOYES 

et al., 2017). Esta espécie de bactéria produz um corpo de inclusão parasporal composto 

principalmente pelas proteínas inseticidas Cry, Cyt e Vip que são codificadas principalmente 

em mega plasmídeos. Esses tipos de inclusões ou cristais devem ser ingeridos por um inseto 

suscetível e, após alguns processos bioquímicos, irá interferir no equilíbrio osmótico celular e 

a integridade do intestino médio, resultando em paralisia intestinal e morte dos insetos 

(ADANG et al., 2014). Um dos mecanismos de ação dessas bactérias é o potencial das toxinas 

Cry, Cyt e Vip serem específicas para as larvas dessas espécies de dípteros, que causam lise das 

células epiteliais do intestino, resultando na morte do inseto ( RITCHIE et al ., 2010; BRAVO 

et al., 2013; MENDOZA-ALMANZA et al., 2020). 

 
2.5 Fatores que afetam as formulações dos produtos à base de microrganismos 

 

 

Os produtos à base de B. thuringiensis são considerados de grande importância por 

apresentar diversas vantagens, segurança e alta efetividade inseticida (LEMAUX et al., 2008). 

Como um bioinseticida, o B. thuringiensis produz cristais inseticidas (ICPs) que são eficazes 

contra uma variedade de ordens de insetos, incluindo Lepidoptera, Hemiptera e Diptera 

(LETOWSKI et al., 2005; ZHANG et al., 2016). As pesquisas das estruturas dessas proteínas e 
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o mecanismo de ação em insetos vetores de doenças e pragas agrícolas são estudados em 

diversas abordagens (CHAKRABARTY et al., 2020). 

Os bioinseticidas provenientes de microrganismos apresentam várias vantagens 

significativas sobre os inseticidas químicos (CHAKRABARTY et al., 2022). Contudo, os 

produtos à base de microrganismos são suscetíveis a uma série de fatores ambientais, como: luz 

solar, chuva, orvalho, pH e temperatura sob condições de campo (BRAR et al ., 2006; 

JALLOULI et al., 2014), sendo que os raios UV na luz solar é o fator mais importante. A 

radiação ultravioleta pode danificar ou degradar as proteínas, assim como suas células 

microbianas, reduzindo a duração e persistência na natureza e, consequentemente limitando 

sua plausibilidade biológica (ZHANG et al., 2016). Estudos mostraram que após um dia de 

exposição à luz solar, os produtos à base de B. thuringiensis são inativados, mas geralmente são 

necessários dois a três dias para que os efeitos inseticidas entrem em ação. Assim, o custo 

desses produtos aumenta, pois são necessárias repetidas pulverizações (SANSINENEA & 

ORTIZ, 2015). 

Diversas estratégias são utilizadas para melhorar a qualidade e a eficácia dos 

biopesticidas, principalmente a otimização de seus produtos e a sua plausibilidade biológica 

diante das condições adversas. Estudos mostraram que abordagens utilizando resíduos de azeite 

de oliva podem proteger os esporos de B. thuringiensis. Além disso, o uso de partículas do 

látex, etanol e água para encapsular produtos à base de B. thuringiensis são boas estratégias 

para melhorar a estabilidade das proteínas cristalinas inseticidas( ICPs) sobre a radiação UV-A 

(JALLOULI et al., 2014; JALALI et al., 2020). Embora esses métodos apresentam alguma 

positividade, muitos deles não são empregados devido aos custos e/ou praticidade. 

Estudos sobre ensaios de semicampo e testes de campo foram realizados e também 

relataram a eficácia desses larvicidas no controle de mosquitos. A atividade larvicidade alguns 

de formulados variam de uma área para outra, devido às influências das variáveis ambientais. 

Considerando este fato, a OMS, (2013) relatou que a estratégia larvicida eficaz em uma 

determinada área pode ser ineficaz em outra área. A aplicação de produtos à base de B. 

thuringiensis israelenses (Bti) e Lysinibacillus sphaericus (Bs) em diferentes regiões devem ser 

avaliadas de forma cuidadosa e criteriosa. Os produtos passam por avaliações preliminares e 

robustas para poderem ser implementadas no Plano Nacional Integrado de Gestão de Vetores 

(PNIGV) (ADETORO et al., 2022). 

Diante disso, estudos envolvendo novas linhagens de Bacillus provenientes do ambiente 

amazônico são importantes para a busca de novos agentes entomopatogênicos. Dessa forma, é 

relevante a busca de novas linhagens resistentes às condições ambientais do próprio ambiente 
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e, que sejam de menor impacto em organismos não- alvo. 

 

 

2.6 Ecotoxicidade e persistência 

 

Embora o uso de B. thuringiensis tenha aumentando em todo o mundo, os estudos de 

monitoramento dos efeitos ambientais permanecem relativamente escassos. Essas bactérias são 

consideradas biocidas ambientalmente seguras, eficazes e específicas para insetos alvo 

(DESPRES et al., 2011). 

No entanto, existem estudos que mostraram a sensibilidade de certas espécies não- alvos 

aos produtos à base de Bti, seja diretamente expressando respostas fisiológicas 

(LAJMANOVICH et al., 2015; ALLGEIER et al., 2018) ou indiretamente por meio de efeitos 

mediados por alterações na composição da flora e da fauna (POULIN et al., 2010). 

A maioria dos organismos testados até agora, exceto mosquitos alvos (Culicidae e 

Chironomidae) e borrachudos (Simuliidae), não revelaram mortalidade mesmo em 

concentrações altas de Bti. Os mosquitos são uma parte substancial da biomassa em uma ampla 

gama de zonas úmidas e representam fontes de alimentos para muitos predadores aquáticos e 

terrestres (BECKER et al., 2010). Além disso, os adultos desempenham um papel subestimado 

na polinização (PEACH & GRIES, 2016; LAHONDÉRE et al., 2020). 

Além dos estudos de campo, onde o controle dos fatores ambientais é difícil, foram 

realizados estudos de mesocosmos sobre os efeitos do Bti em redes alimentares aquáticas 

reconstruída. PAULEY et al., (2015) examinaram a interação entre predação e formulações de 

Bti em anfíbios. A sobrevivência de girinos da perereca cinzenta (Yla versicolor) foi 

significativamente reduzida em 80% na presença de predadores (larvas de libélulas) e uma 

formulação Bti (Mosquito dunk) em mesocosmos de lagoas. 

Em uma abordagem semelhante, ALLGEIER et al., (2019) avaliaram os efeitos 

indiretos do Bti na disponibilidade de recursos alimentares em larvas predadoras de tritão 

(Lissotritoj helveticus e L. vulgaris). O ambiente aquático pode ser contaminado por pesticidas 

ou outros xenobióticos em geral, estes últimos podem acarretar em variações diversas nos 

órgãos e tecidos dos girinos. As consequências destes agentes podem ser diretas ou indiretas 

manifestando-se em níveis como também por reflexos estruturais na dinâmica das populações 

e comunidades (FERREIRA, 2014). Ainda não são conhecidas prováveis influências e 

consequências que o biopesticidas à base de B. thuringiensis pode causar para a fauna aquática 

(especificamente peixes), mesmo diante da crescente utilização de defensivos agrícolas nas 

culturas vegetais de produção. 
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A espécie Sicnax ruber (Hylidae), tem distribuição geral na Bacia Amazônica do Brasil, 

Peru, Equador, Colômbia, Guiana e Suriname (LIMA et al., 2005). No Brasil são registradas 

1.136 espécies, a grande maioria de anuros (1.093 espécies), 38 cecílias e cinco salamandras 

(SEGALLA et al., 2019). Os Anfíbios são um importante componente da fauna dos diferentes 

ecossistemas Sul Americanos e podem representar grande parte da biomassa animal de 

ambientes aquáticos. 

Essa adversidade de formas de habitat, reflete a capacidade desses anfíbios de se 

adaptarem a uma ampla variedade de ambientes aquáticos onde vivem. São importantes 

bioindicadores da qualidade da água e saúde dos ecossistemas (WLADDIE, 2006). As 

condições favoráveis de lagos e riachos, proporcionam a reprodução local para muitos 

organismos aquáticos, como anfíbios e mosquitos (BLAUSTEIN & MARGALIT, 1996). 

Contudo, esses locais são criadouros de insetos vetores de doenças, sendo muita das vezes 

necessários aplicar biosinseticidas nesses ambientes para o controle vetorial. 

Com isso, o Bti é o agente mais seletivo e menos tóxico disponíveis para controlar os 

mosquitos, principalmente nos programas de controle biológico, e devem integrar campanhas 

de conscientização e medidas de mitigação, equilibrando as demandas sociais para a redução 

do mosquito com os fatores envolvidos na proliferação e dispersão destes vetores. O 

monitoramento não deve incluir obrigatoriamente apenas a resistência do mosquito, mas 

também a exposição ao Bti, bem como os efeitos relacionados à rede alimentar nos 

ecossistemas. As avaliações de persistência, resistência e efeito ambiental devem ser 

conduzidos por órgãos independentes em complemento aos operadores de controle de 

mosquitos para gerar confiabilidade pública nos resultados dos estudos (BRUHL et al., 2020). 

Considerando a aplicação de inseticidas Bti em áreas suburbanas e urbanas para controlar 

mosquitos como o principal vetor de doenças humanas, destaca-se a necessidade de avaliação 

de riscos ecotoxicológicos em organismos não- alvos (LAJMANOVICH et al., 2015). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Geral 

 

 

• Avaliar o potencial larvicida de uma linhagem de Bacillus thuringiensis isolada de 

ambiente amazônico em condições de semicampo em populações de Aedes 

aegypti e testes em organismo não- alvo. 

 

3.2 Específicos 

 

 

• Obter biomassa bacteriana da linhagem GD02.13- B. thuringiensis e da cepa 

padrão AM65-52 Bti por meio de cultivos microbianos; 

• Avaliar a eficácia e a persistência dos produtos da linhagem GD02.13 e da cepa 

padrão em testes de semicampo; 

• Avaliar os efeitos dos componentes celulares (pellets) dos produtos obtidos dos 

Bacillus, em girinos Scinax sp., organismo não-alvo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Local de Estudo 

 

 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Controle Biológico e Biotecnologia 

da Malária e da Dengue (LCBBMD) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA), 

na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. 

 

4.2 Reativação e purificação de bactérias 

 

 

A linhagem GD02.13-Bacillus sp. isolada de ambiente amazônico (Katak et al., 2021), 

foi identificada por sequenciamento genômico como Bacillus thuringiensis var. isralensis (Bti) 

(Biorpoject PRJNA1137396, MUNIZ, em preparação, 2024). A linhagem GD02.13 foi 

cultivada em meio de cultivo sólido Nutriente Agar NA (extrato de carne 1.0 g, extrato de 

levedura 2.0 g; peptona 5.0, pH 6.8 g/L), incubada a 30°C por 24 h para o crescimento das 

colônias bacterianas em estufa B.O.D. A linhagem padrão AM65-52 Bacillus thuringiensis var. 

israelensis (Bti), obtida do produto comercial Vectobac® WG, foi utilizada como controle 

positivo, cultivada sob as mesmas condições. 

Após a reativação, as bactérias foram purificadas pela técnica de esgotamento por estrias 

cruzadas, utilizando uma alça de platina esterilizada em álcool 70% e flambada em chama no 

bico de Bunsen. A pureza das colônias foi confirmada por meio da coloração de Gram e 

visualização em microscópio na lente objetiva de 100x. 

 

4.3 Coloração de Gram 

 

 

Inicialmente, foram adicionados 10 μL de água destilada estéril em lâminas de vidro 

esterilizadas. Com uma alça de platina flambada, um isolado de bactéria foi espalhada na 

lâmina para a homogeneização e fixação. Em seguida, aplicou-se cristal violeta de genciana 

por 1 minuto, seguido de lavagem em água corrente. Depois, utilizou-se Lugol por 60 segundos 

e um descolorante de solução álcool-acetona por 15 segundos, com uma nova lavagem em 

água corrente. Por último, aplicou-se a solução de Fuccina durante 60 segundos e lavou-se 

novamente em água corrente. As lâminas secas foram visualizadas no microscópio óptico com 

lente objetiva de 100x utilizando óleo de imersão (MARTINEZ & TADDEI, 2008). 
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Figura 2:Técnica de coloração de gram, visualização de células bacterianas com o auxílio de 

microscópio óptico, com a lente 100x. 

 

 

4.4 Pré inóculo e condições de cultivo 

 

O pré inóculo foi realizado em tubos de ensaios de 20 mL, contendo 2 mL do meio de 

cultivo Nutriente Broth (5g de tecido animal, 5g cloreto de sódio, 1.5g extrato de carne, 1.5 g 

de extrato de levedura). Foi adicionada uma amostra da biomassa do cultivo bacteriano e 

incubado em estufa rotativa a 30 ºC e 180 rpm por 24 horas, até atingir o crescimento padrão 

de número 2, correspondente à turbidez da escala de McFarland (3x108 nº células/mL). 

 

4.4.1 Cultivo de linhagem de Bacillus spp. para obtenção de biomassa bacteriana 

 

Para escala preparativa, foram utilizados Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio 

de cultivo Nutrient Broth (NB), ao qual foram acrescentados 100 µL do cultivo bacteriano do 

pré inóculo. Os frascos foram incubados em estufa rotativa a 30 ºC e 180 rpm por 120 horas até 

atingir o crescimento padrão número 8, correspondente à turbidez da escala de McFarland 

(8x106 nº células/mL). Após este período, 40 mL do cultivo bacteriano foram separados em 

tubos falcon estéreis de 50 mL e centrifugados em 5.000 rpm por 40 min a 4 ºC. Os pellets 

obtidos foram congelados a -20 °C e, em seguida, liofilizados em liofilizador (Enterprise I, 

TERRONI) durante 48 horas, pesados e armazenados em -20 °C para estudos posteriores 

(DAHMANA et al., 2020; KATAK et al., 2021). 

 

4.5 Ensaios biológicos 

 

4.5.1 Obtenção e manutenção das larvas de Aedes aegypti 

 

As larvas de A. aegypti utilizadas neste estudo foram oriunda de uma população de 
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campo coletada por Oliveira (2021) na zona leste da cidade de Manaus/AM (SISBIO/74091- 

1/2020-2021) e mantidas no Laboratório de Malária e Dengue do INPA. Para a eclosão, os ovos 

foram colocados em bandejas plásticas (45 x 30 x7,5 cm) com 200 mL de água destilada. Após 

a eclosão, as larvas receberam alimentação composta por ração de roedores (Teklab global) e 

ração de gatos (Wiskas®) na proporção de 1:1 (LIMA et al., 2009). As larvas foram mantidas em 

temperaturade 26 ± 2 ºC, umidade relativa em torno de 70 a 80% e fotofase (12L/12D). Foram 

selecionadas larvas de 3º estádio para os bioensaios, enquanto as demais permaneceram até a 

fase de pupa. As pupas foram transferidas para copos de plásticos com 100 mL de àgua e 

colocados em gaiolas padronizadas (18 cm de diâmetro x 17cm de altura) para a emergência 

dos adultos e manutenção da colônia. Para alimentação dos machos e das fêmeas foi adicionada 

solução de sacarose 10% em algodão envolto em gaze estéril. O repasto sanguíneo das fêmeas 

foi realizado com hamsters (Mesocricetus auratus) devidamente anestesiado, conforme o 

procedimento aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do INPA (CEUA: 

01280.000842/2023-48) - Criação de mosquitos vetores, em condições de laboratório). 

 

4.5.2 Bioensaios in vivo em condições de laboratório com os componentes celulares 

 

Para avaliar a eficácia dos componentes celulares (pellets) obtidos dos Bacillus, foi 

realizado um teste preliminar em condições de laboratório. Os testes in vivo foram realizados 

na sala de bioensaios do Laboratório de Controle Biológico e Biotecnologia da Malária e da 

Dengue do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA), com temperatura controlada 

(26 ± 2°C), umidade relativa de 70 a 80% e fotoperíodo de 12h (12L:12E). 

Inicialmente, foram adicionados 5 mg da biomassa bacteriana das linhagens GD02.13 e 

AM65-52 em 10 mL de água destilada para preparar uma diluição de 0,5 mg/mL. Em seguida, 

as concentrações previamente estabelecidas por Katak et al. (2021) – 40, 30, 20 e 10 µg/mL 

foram utilizadas para avaliar o potencial tóxico dos componentes celulares. Para o bioensaio, 

foram utilizados cinco copos plásticos de 180 mL para cada linhagem. Cada copo continha 

150 mL de água destilada, 20 larvas de 3º estádio da geração F12 de A. aegypti, 1 mg de ração 

de rato e gato para as larvas e as concentrações de 40 a 10 µg/mL da biomassa dos 

componentes dos Bacillus, a mortalidade foi registrada após um intervalo de 24 horas. 

 

4.5.3 Diluição das amostras para os ensaios larvicidas de semicampo 

 

Para os testes de semicampo, inicialmente foi pesado 200 mg da biomassa, que foi 
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adicionada 10 mL de água destilada estéril (submetida a um processo de esterelização) e 

homogeneizada em vortéx por 1 hora até que todo produto estivesse diluido. Essa preparação 

resultou em uma concentração de 2.000 Bt UTI/mg, equivalente a 20 mg/mL. De acordo com 

as recomendações do fabricante do produto comercial VectobacWG, a potência recomendada 

para ser aplicada é de 2.000 UTI/mg. As concentrações utilizadas para avaliar a atividade 

larvicida em condições de semicampo foram 7, 3, 1 e 0,9 µg/mL. 

No teste piloto com a diluição de 2.000 UTI/mg, o pellet da linhagem padrão AM65-52 

não apresentou atividade larvicida. Diante disso, foi necessário aumentar a potência para 3.000 

UTI/mg, pesando-se 300 mg em 10 mL de água para obter a concentração de 30 mg/mL. Novas 

concentrações 150, 70, 18 e 10 µg/mL foram então utilizadas para avaliar a atividade 

larvicida. 

 

4.5.4 Teste semicampo com larvas de Aedes aegypti 

 

A avaliação da eficácia da linhagem GD02.13 em condição de semicampo foi 

comparada com a linhagem padrão AM65-52 de Bacillus thuringiensis var. israelensis, obtida 

do produto comercial VectoBac®WG. O experimento foi realizado no Campus I do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), em três periodos diferentes: O primeiro 

experimento ocorreu de outubro a dezembro de 2022, o segundo entre janeiro a março de 2023, 

e o terceiro entre abril e junho de 2023. Os experimentos seguiram a metodologia de MELO- 

SANTOS et al., (2009) e VIANA et al., (2021), com adaptações. 

Os testes foram realizados em baldes com capacidade de 5 litros, contendo 4 litros de 

água, 25 larvas de 3° estádio, 5 mg de ração para larvas e as concentrações 7, 3, 1 e 0,9 µg/mL 

da potência de 2.000 UTI/mg estabelecidas para o uso de produtos biológicos. A cada sete dias, 

foram introduzidas novas larvas para avaliar o efeito residual e a persistência em dois locais 

distintos: uma aréa sombreada (lado B) e uma exposta ao sol (lado A). Estes experimentos 

foram realizados em triplicata com três réplicas de cada condição. 

A mortalidade das larvas, o pH, a temperatura ambiente e da água foram mensurados 

diariamente. As larvas mortas foram contabilizadas e a média foi calculada para obter a 

porcetagem de mortalidade. 
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Figura 3: Montagem dos bioensaios em condições de semicampo. Lado (A) experimento exposto a 

luz solar; Lado (B) experimento exposto em ambiente sombreado. 

 

 

 

4.6 Avaliação da persistência dos Bacillus 

 

 

A persistência das bactérias em condições de semicampo foi avaliada por meio da 

contagem de colônias viáveis (células vivas), comparado a linhagem padrão AM65-52. O 

experimento seguiu os protocolos de MELO-SANTOS (2009); WHO (2005), com algumas 

adaptações. 

Inicialmente, uma alíquota de 1 mL de cada tratamento (A e B) foi coletada e submetida 

a um banho-maria a 80°C por 12 minutos para eliminar as células vegetativas. As amostras 

foram diluídas em séries até 10-3, 20 µL da última diluição foram semeados em meio de cultivo 

NA contendo fluconazol. As placas de petri foram incubadas a 30 ºC durante 24 horas, e o 

número de colônias foi quantificado. Foram utilizadas três amostras para cada balde, sendo que 

os baldes com concentrações de 7 e 0,9 µg/mL foram utilizadas para o isolamento das colônias 

bacterianas. 

As colônias isoladas foram purificadas pela técnica de esgotamento em estrias cruzadas. 

Posteriormente, foi realizada a coloração de Gram para verificar se as células eram semelhantes 

às da linhagem introduzida. As colônias que se assemelhavam à linhagem GD02.13 foram 

cultivadas em meio Nutrient Broth por 72 horas a 30 ºC, sob agitação em 180 rpm. Em seguida, 
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foi realizado um bioensaio larvicida para comparar o perfil de mortalidade com a linhagem 

original. 

O isolamento das colônias bacterianas, sua caracterização e atividade larvicida visaram 

demonstrar que a linhagem GD02.13 pode permanecer ativa e estável por um determinado 

período. 

 

 

Figura 4: Procedimento de isolamento, caracterização morfológica e atividade larvicida das bactérias 

obtidas dos experimentos de semicampo 

 

 

4.6.1 Bioensaios in vivo em condições de laboratório com as colônias isoladas 

 

Os bioensaios foram conduzidos na sala de bioensaios do Laboratório de Controle 

Biológico e Biotecnologia da Malária e da Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia (INPA). As condições experimentais foram mantidas em temperaturas controlada 

com umidade relativa entre 70 a 80% e um fotoperíodo de 12 horas (12L:12E). 

Para cada linhagem testada, foram utilizados três copos plásticos de 50 mL. Cada copo 

continha 10 mL de água destilada, 10 larvas de 3º estádio de A. aegypti, 1 mg de ração para as 

larvas e 1 mL do cultivo bacteriano dos bacilos. Após a exposição das larvas aos produtos dos 

Bacillus, a mortalidade foi registrada em intervalo de uma hora. 
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4.7 Avaliação da toxicidade em Scinax sp., organismo não alvo. 

 

 

A linhagem GD02.13, que apresentou toxicidade para larvas de A. aegypti, foi testada 

em espécimes de girinos do gênero Scinax sp., com o objetivo de avaliar sua toxicidade em 

organismo não-alvo. Para a realização deste teste foram utilizados girinos coletados do interior 

de tanques de fibra localizados Centro de Estudos de Quelônios da Amazônia (CÉQUA), 

localizado no Bosque da Ciência do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA), sob 

a autorização do SISBIO (93589-1). A coleta foi realizada com auxílio de uma concha de 

alumínio. Inicialmente, os girinos foram mantidos e acondicionados em baldes plásticos. 

Posteriormente, foram transportados para o Laboratório de Controle Biológico e 

Biotecnológico da Malária e Dengue (LCBBMD) do INPA. 

Os girinos foram colocados em recipientes retangulares de plástico, medindo (12 x 9 

cm) com volume de 450 mL. Em cada recipiente, foram adicionados 195 mL de água corrente 

da torneira e 5 mL de água obtida do ambiente da coleta, contendo dez girinos de tamanho 

semelhante em cada recipiente. Para o teste piloto, foram aplicadas as concentrações 7, 3, 1, 

0,9 µg/mL das linhagens GD02.13 e AM65-52, que já haviam sido testadas em larvas de A. 

aegypti em condições de semicampo. Como controle negativo, utilizou-se um recipiente 

contendo apenas com água. 

Os testes foram realizados em triplicada, com três réplicas , sob temperatura de (26 ± 

2ºC), umidade relativa de 70 a 80% e fotoperíodo de 12h (12L:12E). Para a aplicação das 

concentrações do produtos, aguardou-se aproximadamente duas horas para aclimatação, 

evitando-se estresse e permitir a estabilização dos girinos nos recipientes. A avaliação da 

mortalidade foi realizada até 120 horas após a exposição aos componentes celulares dos 

bacilos. 

No segundo experimento, as concentrações foram para 150, 70 e 18, 10 µg/mL nas 

mesmas condições anteriores, com o objetivo de verificar o efeito tóxico em altas 

concentrações. 



26 
 

 

 

 

 

 

Figura 5: Experimento com girinos, organismos não-alvo obtidos de tanques de fibras do CEQUA. A: 

tanque de fibra; B: coleta e capturas de girinos com conchas entomológicas, C e D: ensaios biológicos 

utilizando os componentes celulares dos bacilos. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Atividade larvicida in vivo em condições de laboratório 

 

 

Os testes preliminares realizados em condições de laboratório revelaram que os 

componentes celulares (pellets) obtidos dos cultivos de Bacillus mostraram eficácia na 

mortalidade em ambiente controlado. A exposição das larvas de A. aegypti aos componentes 

celulares da linhagem GD02.13-B. thuringiensis revelou que as concentrações de 40 a 10 

µg/mL mataram 100% das larvas no intervalo de 24 horas. O mesmo perfil de mortalidade foi 

observado para linhagem padrão Bti AM65-52, exceto na concentração 10 µg/mL, onde a 

linhagem GD02.13 apresentou maior atividade larvicida, com uma diferença de 5% (Figura 6). 

Uma das estratégias para diminuir os impactos causados pelo A. aegypti é a utilização 

do manejo de fonte de larvas que combina controle fisico, químico e biológico para gerenciar 

os estágios imaturos dos mosquitos. Nesse sentido, o gerenciamento de fonte larval (LSM) tem 

como foco principal reduzir a população de mosquitos que veiculam patógenos causadores de 

doenças, principlamente por meio da intervenção nos habitats naturais de reprodução e 

  

 D 



27 
 

 

 

desenvolvimento deste vetor (OMS, 2005). 

Neste contexto, esta pesquisa avaliou a eficácia dos componentes celulares de uma 

linhagem de B. thuringiensis, codificada como GD02.13, proveniente de ambiente amazônico, 

em comparação com uma linhagem padrão Bti AM65-52. Os resultados mostraram que tanto a 

linhagem GD02.13 quanto a padrão Bti AM65-52 foram eficazes contra larvas de A. aegypti. 

A eficácia das linhagens padrão AM65-52 e GD02.13 pode estar associada a diversos fatores 

de virulência. Os formulados à base da bactéria entomopatogênica AM65-52 – B. thuringiensis 

var. israelensis estão disponivéis para aplicação em diversos programas de controle biológico 

(DERUA et al., 2019). 

De acordo com as informações do fabricante, esses formulados contém uma variedade 

de esporos, endotoxinas (Cry) e adjuvantes responsáveis pelo controle de insetos vetores de 

doenças (DERUA et al., 2019; ADETORO et al., 2022). Por outro lado, ainda não se conhecem os 

componentes celulares e nem os mecanismo de ação da linhagem GD02.13, uma vez que a linhagem 

isolada mostrou maior eficácia em comparação à linhagem padrão. 

Os dados obtidos neste experimento corrobam com o os testes realizado por KATAK et 

al. (2021), que utilizaram os componentes celulares da linhagem GD02.13 e observaram o 

potencial larvicida de 100% sobre as larvas de A. aegypti em condições de laboratório. 

As médias calculadas com os dados de mortalidade mostraram que, na concentração de 

10 µg/mL, a linhagem GD02.13 foi mais eficiente que a linhagem padrão AM65-52. 
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Figura 6: Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti expostas as concentrações de 40-10 

µg/mL obtida do cultivo da linhagem GD02.13 e Bti AM62-52 após 24 horas de exposição. 
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5.2 Atividade larvicida em condições de semicampo 

 

 

Considerando os resultados dos testes com larvas de A. aegypti expostas aos 

componentes celulares de Bacillus, em condições de semicampo, observou-se que somente a 

linhagem GD02.13 - B. thuringiensis apresentou toxicidade em todas as concentrações 

avaliadas (Tabela 1). Não foi registrada mortalidade para a linhagem padrão AM65-52 em 

nenhuma das condições testadas. Por outro lado, a linhagem GD02.13 de B. thuringiensis 

demonstrou mortalidade nas primeiras 24 horas após cada introdução de novas larvas de A. 

aegypti, durante o período de 50 dias na potência de 2.000 Bt UTI/mg (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Média da mortalidade de larvas de Aedes aegypti de 3° estádio expostas aos componentes 

celulares (pellet) da linhagem GD02.13 em condições de semicampo durante 7 semanas na 

concentração de 2.000 Bt UTI/mg. 
 

24 horas Lado A (Sol)    Lado B (sombra)    

Linhagem Concentração 2.000 Bt UTI/mg   Concentração 2.000 Bt UTI/mg   

Mortalidade (%) 

GD02.13 7 µg/mL 3 µg/mL 1 µg/mL 0,9 µg/mL CN 7 µg/mL 3 µg/mL 1 µg/mL 0,9 µg/mL CN 

1° Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

2° Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

3° Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

4 Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

5° Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

6° Semana 90 90 90 90 0 100 100 90 90 0 

7° Semana 90 80 80 70 0 90 90 90 90 0 

Lado A: local exposto à luz solar.  Lado B: local sombreado. CN: controle sem cultivo bacteriano. 

Unidade Tóxica Internacional (UTI) 

 

 

A atividade larvicida no intervalo de 24 horas referente ao experimento do lado A 

(exposto ao sol) apresentou uma redução de 10 a 30% % na mortalidade durante a 6º e 7° 

semanas. Na sexta semana, a linhagem GD02.13 de B. thuringiensis exibiu 90% de mortalidade 

em todas as concentrações testadas (Tabela 1). Na sétima semana, a mortalidade foi de 90% na 

maior concentração testada (7µg/mL), 80% nas concentrações intermediarias ( 3 e 1 µg/mL) e 

70% na menor concentração (9 µg/mL). Não foi observada mortalidade nos controles 

negativos (CN) durante as sete semanas. 

Em relação ao experimento do lado B (sombreado), ocorreu a mortalidade de 100% até 



29 
 

 

 

a sexta semana nas concentrações 7 e 3 µg/mL, enquanto que nas demais concentrações a 

mortalidade foi de 90%. Na sétima semana, todas as concentrações avaliadas apresentaram 

90% de mortalidade. 

A diminuição da atividade larvicida da linhagem GD02.13 nas semanas 6° e 7° pode 

estar relacionada a diversos fatores, como: clima, temperatura e umidade da região, que 

possivelmente interferem no metabolismo dos microrganismos, na produção de princípios 

ativos, na degradação dos seus componentes celulares e nos mecanismos de ação dos 

biolarvicidas. 

Os resultados da mensuração do pH dos experimentos nas duas condições ambientais 

avaliadas (A e B) mostraram que o pH se manteve entre 5 e 6, sendo classificado como ácido 

durante o periodo de avaliação. A umidade relativa variou entre 70 a 79 %, enquanto a 

temperatura da água e do ambiente variou entre 24 a 30 °C. Fatores ambientais, como o pH da 

água, são importantes para avaliar a capacidade de resistência desses microrganismos no 

ambiente. A temperatura do ambiente e da água são elementos fundamentais para analisar a 

persistência desses microrganismos na natureza e a sobrevivência do A. aegypti nesses locais. 

 

5.3 Avaliação da persistência de bacilo 

 

Durante os experimentos, foi possível verificar que a persistência da linhagem GD02.13 

permaneceu por cinquenta dias em todas as condições testadas. O rastreamento da linhagem foi 

realizado por meio de técnicas de isolamento por choque térmico. As colônias obtidas a partir do 

isolamento das amostras dos baldes nas condições ambientais A (exposta ao sol) e B (na 

sombra) permitiram a obtenção de colônias semelhantes à linhagem introduzida. 

Observou-se que, à medida que a concentração diminuía, o número de colônias também 

apresentava redução. Nos isolamentos bacterianos da sexta e sétima semana, o número de 

colônias aumentou nas maiores concentrações, enquanto nas concentrações mais baixas ocorreu 

uma diminuição (Figura 7). 

O número de colônias viáveis de bacilos nas amostras coletadas variou de 93 a 15% 

colônias na condição A (Figura 7). O declínio no número de colônias nas concentrações não 

coincidiu com uma redução na mortalidade larval (tabela 1), especialmente nos primeiros 

quatro isolamentos. Contudo, nas últimas semanas (6 e 7), houve um aumento no número de 

colônias, acompanhamento por uma redução na mortalidade larval de aproximadamente 10%. 



30 
 

 
 

 

93 
90

 

  
1º 

isolamento 

2º 

isolamento 

3º 
isolamento 

4º 
isolamento 

5º 
isolamento 

6º 
isolamento 

7º 

isolamento 

 
Figura 7: Porcentagem média de colônias obtidas do isolamento da sétima semana do tratamento sob a 

condição A: presença de Luz. CN: Controle negativo sem cultivo bacteriano 

 

 

 

Em relação ao isolamento do tratamento B (sombra), observou-se que a porcentagem de 

colônias diminuiu nas menores concentrações avaliadas. Também foi verificado que o declínio 

no número de colônias não coincidiu com a mortalidade larval até a quinta semana. No entanto, 

nas duas últimas semanas (6ª e 7ª), o número de colônias apresentou uma relação com a 

diminuição da mortalidade larval (Figura 8 e Tabela 1). 
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Figura 8: Porcentagem média de colônias viáveis obtidas do isolamento da linhagem GD02.13 durante 

as 7 semanas dos tratamentos B: sombra. CN: Controle negativo sem cultivo bacteriano. 

 

 

5.4 Perfil fenotípico dos bacilos 

 

As colônias obtidas no isolamento apresentaram características morfológicas externas 

semelhantes. O perfil fenotípico, incluindo morfologia, coloração de Gram e atividade 

larvicida, demonstrou semelhanças com a linhagem GD02.13, que foi introduzida no início do 

experimento. As características fenotípicas observadas nas colônias incluiram cores opacas e 

coloração de Gram positivas (Figura 9). 
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Figura: 9 : A e B. Perfil morfológico e micromorfológico das colônias da linhagem GD02.13 na 

concentração 2.000 Bt UTI/mg obtidas dos isolamentos durante setes semanas. C e D. Perfil morfologico 

e micromorfológico da cepa padrão AM65-52. 

 

 

5.5 Atividade larvicida das colônias viáveis 

 

 

Cinco colônias de cada isolamento dos tratamentos A e B, incluindo o controle, foram 

selecionadas para avaliar o potencial larvicida contra larvas de A. aegypti em condições de 

laboratório. As linhagens foram escolhidas pelo tratamento do choque térmico, que elimina as 

células vegetativa e obtém as células esporulantes (WHO, 1985; POLANCZYK, 2004; 

KATAK et al., 2021). Após esse processo, as características morfológicas, como aspectos das 

colônias e a parede celular, foram comparadas com a linhagem GD02.13, introduzida nos 

experimentos. 

As larvas de A. aegypti foram expostas aos cultivos das colônias semelhantes à linhagem 

GD02.13 no intervalo de 1 hora. Durante o isolamento até a quinta semana, foi observada 

mortalidade nas larvas expostas à linhagem GD02.13. Em relação às colônias do sexto e do 

sétimo dia de isolamento, houve uma redução na mortalidade, variando de 90% a 95% (Tabela 

2). Por outro lado, a linhagem GD02.13 manteve uma eficácia de 100% em todos os 

experimentos. 
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Tabela 2: Média da mortalidade de larvas de 3° estádio expostas aos cultivos das colônias obtidas do 

isolamento dos tratamentos A e B durante 7 semanas na concentração de 2.000 Bt UTI/mg. Lado A: 

local exposto à luz solar e lado B local sombreado. CN: controle sem cultivo bacteriano. Unidade Tóxica 

Internacional (UTI). 

 
Lado A 

  
Lado B 

 

% Mortalidade 

 Colônias   Colônias  

  1 Hora   1 Hora 

1° Isolamento GD02.13 100 1° isolamento GD02.13 100 
 1.1 A 100  1.1 B 100 
 1.2 A 100  1.2 B 100 
 1.3 A 100  1.3 B 100 
 1.4 A 100  1.4 B 100 
 CN 1A 5  CN 1B 0 

2° isolamento GD02.13 100 2° isolamento GD02.13 100 
 2.1 A 100  2.1 B 100 
 2.2 A 100  2.2 B 100 
 2.3 A 100  2.3 B 100 
 2.4 A 100  2.4 B 100 
 CN 2A 5  CN 2B 0 

3° Isolamento GD02.13 100 3° Isolamento GD02.13 100 
 3.1 A 100  3.1 B 100 
 3.2 A 100  3.2 B 100 
 3.3 A 100  3.3 B 100 
 3.4 A 100  3.4 B 100 
 CN 3A 10  CN 3B 0 

4° Isolamento GD02.13 100 4° isolamento GD02.13 100 
 4.1 A 100  4.1 B 100 
 4.2 A 100  4.2 B 100 
 4.3 A 100  4.3 B 100 
 4.4 A 100  4.4 B 100 
 CN 4A 10  CN 4B 0 

5° Isolamento GD02.13 100 5° isolamento GD02.13 100 
 5.1 A 100  5.1 B 100 
 5.2 A 100  5.2 B 100 
 5.3 A 100  5.3 B 100 
 5.4 A 100  5.4 B 100 
 CN 5A 9  CN 5B 0 

6° Isolamento GD02.13 100 6° Isolamento GD02.13 100 
 6.1 A 10  6.1 B 10 
 6.2 A 10  6.2 B 10 
 6.3 A 10  6.3 B 10 
 6.4 A 10  6.4 B 10 
 CN 6A 0  CN 6B 0 

7° Isolamento GD02.13 100 7° isolamento GD02.13 100 
 7.1 A 5  7.1 B 5 
 7.2 A 5  7.2 B 5 
 7.3 A 5  7.3 B 5 
 7.4 A 5  7.4 B 5 
 CN 7A 0  CN 7B 5 

 

Devido a ineficiência da linhagem padrão AM65-52, cuja potência informada pelo 

fabricante é 2.000 Bt UTI/mg, foi necessário aumentar a potência para 3.000 Bt UTI/mg, o que 

corresponde a 30 mg/mL. Os resultados da exposição das larvas aos produtos revelaram que a 

linhagem GD02.13 causou 100% de mortalidade em todas as concentrações testadas até a 

quinta 
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semana. Um perfil semelhante de mortalidade foi observado para a linhagem padrão até a quarta 

semana, no entanto, na quinta, sexta e sétima semanas, houve uma pequena redução no 

percentual de mortalidade, que foi 90% em todas as concentrações testadas. Apesar do aumento 

da potência da linhagem padrão, esta se mostrou menos eficiente que a linhagem GD02.13, nos 

tratamentos A (exposto a luz solar) e B (sombra) (Tabela 3). 

 
Tabela 3: Média da mortalidade de larvas de Aedes aegypti de 3° estádio expostas aos componentes 

celulares (biomassa) da linhagem GD02.13- e Bt AM65-52 em condições de semicampo durante sete 

semanas na concentração na concentração 3.000 Bt UTI/mg. 

 

Lado Lado A (Sol)    Lado B (sombra)    

% Mortalidade 

24h  Potência 3.000 Bt UTI/mL  Potência 3.000 Bt UTI/mL  

GD02.13 150 

µg/m L 

70 

µg/µL 

10 

µg/mL 

18 

µg/mL 

CN 150 

µg/mL 

70 

µg/µL 

10 

µg/mL 

18 

µg/mL 

CN 

1° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

2° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

3° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

4 Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

5° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

6° 
Semana 

90 90 90 90 0 100 100 90 90 0 

7° 
Semana 

90 80 80 70 0 90 90 90 90 0 

   Lado A 

(Sol) 

   Lado B (Sombra)   

Bti 150 

µg/mL 

70 

µg/µL 

10 

µg/mL 

18 

µg/mL 
CN 150 

µg/mL 

 70 

µg/µL 

10 

µg/mL 

18 

µg/mL 
CN 

1° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

2° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

3° 
Semana 

100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

4 Semana 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 

5° 
Semana 

90 90 90 90 0 90 90 90 90 0 

6° 
Semana 

90 90 90 90 0 90 90 90 90 0 

7° 

Semana 
90 90 90 90 0 90 90 90 90 0 

Lado A: local exposto à luz solar e lado B: local sombreado. CN: controle sem cultivo 

bacteriano. Unidade Tóxica Internacional (UTI). 
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Os resultados do pH, temperatura da água e do ambiente nos experimentos com a 

diluição de 3.000 Bt UTI/mL foram semelhantes aos da diluição de 2.000 Bt UTI/mL 

(experimento anterior). Produtos à base de Bti são expostos a uma série de fatores abióticos, 

como calor, chuva, umidade, pH e temperatura sob condições de campo (BRAR et al., 2006; 

JALLOULI et al., 2014). A radiação ultravioleta pode danificar as proteínas inseticidas, assim 

como suas células microbianas, reduzindo a duração desses produtos na natureza e, 

consequentemente, limitando sua efetividade no ambiente (ZHANG et al., 2016). Estudos 

demostraram que após um dia de exposição à luz solar, os produtos à base de B. thuringiensis 

perdem sua eficácia. Essa inativação ocorre antes que os insetos possam ser afetados, uma vez 

que esses produtos necessitam de 2 a 3 dias para que os efeitos inseticidas se manifestem. Como 

resultado, é necessária a realização de pulverizações contínuas, o que pode aumenta o custo 

associado ao seu uso (SANSINENEA & ORTIZ, 2015). 

Estudos em semicampo e campo demonstraram a eficácia dos larvicidas no controle de 

mosquitos (DIEDHIOU et al., 2016; VIANA et al., 2021). A atividade larvicida de alguns 

formulados varia de uma área para outra, e é influenciada por diversas variáveis presentes nos 

ambientes naturais. Nesse contexto, a OMS (2013) destacou que uma estratégia larvicida eficaz 

em uma determinada região pode ser ineficaz em outra. Portanto, a aplicação de Bti e 

Lysinibacillus sphaericus (LBs) deve ser cuidadosamente estudada em diferentes regiões e 

climas antes que possa ser totalmente incorporada ao plano nacional integrado de gestão de 

vetores, no qual utilizam as toxinas desses microrganismos contra organismos alvo 

(ADETORO et al., 2022). 

Embora o Bti seja atualmente o agente mais seletivo e menos tóxico disponível para 

controlar os mosquitos, os programas de controle devem incluir campanhas de conscientização 

e medidas de mitigação. Torna-se fundamental equilibrar as demandas sociais para a redução de 

mosquitos com os fatores que contribuem para sua proliferação e dispersão (CARSTEN etal., 

2020). 

 

5.6 Avaliação da persistência das linhagens de bacilos 

 

 

Os resultados da média de colônias viáveis obtidas do experimento A (Exposto ao sol) 

da linhagem GD02.13 mostraram que, à medida que a concentração diminui, a média de colônias 

também tende a diminuir (Figura 10). No entanto, estes resultados indicam que a redução no 

número de colônias não coincide com a diminuição da eficácia da linhagem, especialmente nas 
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150 µg/mL 

70 µg/mL 

18 µg/mL 

10 µg/mL 

CN 

 

 

semanas de 1 e 5 (Tabela 3). 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Porcentagem das média de colônias viáveis obtidas do isolamento da linhagem GD02.13 na 

diluição de 3.000 Bt UTI/mL das 7 semanas dos tratamentos A (Luz solar). CN: Controle negativo sem 

cultivo bacteriano. 

 

 

Em relação às colônias viáveis do isolamento do experimento (A) com o uso da linhagem 

padrão, também foi observado que, à medida que a concentração diminuiu,o número de 

colônias diminuiu (Figura 11). No entanto, foi observada a relação da diminuição do número de 

colônias com a diminuição da atividade larvicida, principalmente até a quarta semana (Tabela 

3). 

A diminuição da atividade larvicida pode estar relacionada a diversos fatores 

ambientais. Melo-Santos et al., (2001) relataram que a suscetibilidade do Bti à luz solar ou 

radiação ultravioleta (UV) pode afetar a eficácia dos produtos à base desses microrganismos. 

A radiação solar inativa os esporos, causando perda da atividade biolarvicida dos produtos à 

base de Bti (BECKER, 2002). Um estudo semelhante realizado por Musugupakulya et al., 

(2024), revelou que os biolarvicidas como VectoBac GR e VectoMax FG para o controle de 

Anopheles arabiensis em ambiente sombreado demonstraram eficácia prologanda. Por outro 

lado, os biolarvicidas expostos ao ambiente ensolarado necessitaram de aplicações mais 

frequentes para manter sua eficácia. 

As bactérias do gênero Bacillus têm uma vasta capacidade de reciclagem (MELO- 

SANTOS et al., 2009). Assim, a persistência da linhagem GD02.13 é um fator importante para 

determinar seu sucesso como larvicida no controle de mosquitos. No entanto, novos estudos 
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deverão ser realizados com o objetivo de verificar o potencial da reciclagem dessas linhagens e, 

consequentemente sua persistência na natureza. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11: Médias da porcentagem de colônias viáveis obtidas do isolamento da linhagem padrão 

AM65-52 na diluição de 3.000 Bt UTI/mL das sete semanas dos tratamentos A (Luz solar). CN: Controle 

negativo sem cultivo bacteriano. 

 

 

 

Portanto, o monitoramento não deve incluir apenas o acompanhamento obrigatório da 

resistência do mosquito, mas também a exposição ao Bti e aos efeitos ambientais devem ser 

conduzidas por órgãos independentes em complemento aos operadores de controle de 

mosquitos, para gerar confiança pública nos resultados dos estudos (CARSTEN et al., 2020). 

A eficácia e a persistência do biolarvicida tendem a ser reduzidas ao longo do tempo, 

demonstrando assim a influência das condições climáticas na sua eficácia. Além disso, mesmo 

em condições adversas, outros microrganismos podem afetar a atividade larvicida, o que 

representa uma nova oportunidade para futuros estudos e investigações. 
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5.7 Testes em girinos Scinax sp., organismos não alvo 

 

Os resultados da exposição dos componentes celulares (pellets) da linhagem GD02.13 

aos espécimes de Scinax sp. demostraram que as concentrações 7, 3, 1 e 0,9 µg/mL da 

potência de 3.000 Bt UTI/mL não causaram a mortalidade dos organismos não alvos até cinco 

dias de exposição. O mesmo padrão foi observado para a linhagem padrão AM65-52 e no 

controle negativo, que continha apenas água. 

Estudos sobre o efeito de produtos à base de Bti e Bacillus thuringiensis var. kurtaski 

(Btk) em anfíbios têm sido amplamente investigados por diversos pesquisadores, com o 

objetivo de compreender seus efeitos e mecanismos de ação em organismos não-alvo. Algumas 

espécies de sapos e salamandras habitam terrenos úmidos ou pequenos lagos, que costumam 

ser criadouros tipicos para a reprodução de mosquitos vetores de arbovírus e patógenos, os quais 

podem ser tratados com bioinseticidas à base desses microrganismos (BECKER & LUTHY, 

2017). 

Neste contexo, os anfibios são organismos de grande importância na cadeia e teia 

ecológica, além de apresentarem diversas funções nos ecossistemas. Esses organismos são 

particularmente suscetíveis a poluentes aquáticos e, por essa razão, são frequentemente 

utilizados em testes de toxicidade (VU et al., 2015, BILODEAU et al., 2019, YOUNG et al., 

2020). 

Embora os mecanismos de ação dos produtos desses microrganismos estejam bem 

estabelecidos em insetos vetores de patógenos, como Aedes, Anopheles, Culex, ainda não se 

conhece completamente a possível ação desses produtos em anfíbios ou outros organismos não- 

alvo a longo prazo. Diante disso, foi realizado um teste preliminar com os componentes 

celulares à base das linhagem GD02.13 e da cepa padrão AM65-52, com o objetivo de avaliar 

e comparar seus efeitos tóxicos em girinos do gênero Scinax sp. .As concentrações de 150, 70, 

18 e 10 µg/mL testadas com os espécimes de Scinax sp., foram as mesmas que causaram a 

mortalidade nas larvas de A. aegyti no teste de semicampo. Os resultados demostraram que 

não houve mortalidade utilizando os componentes celulares, tanto com a cepa padrão AM65-

52, quanto no controle negativo, em cinco dias de avaliação. 

Um estudo semelhante foi realizado por Lajmanovichet al., (2015), que avaliaram a 

toxicidade do produto comercial Introban(R), contendo 1,25 mg/mL de Bti com potência de 

1.2000 Bti UTI/mL. Os girinos da espécie Leptodactylus latrans expostos a esse produto 

apresentaram uma mortalidade de 3,5% na concentração 2.5 mg/mL. Além disso, observaram 

uma mortalidade de 100% quando os girinos foram expostos a 40 mg/mL. 
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Por outro lado, Schweizer et al., (2019) expuseram espécimes de Rana temporaria à 

formulação de VectoBac WG® na concentração 1, 10 e 100 mg/L. Os espécimes expostos à 

menor concentração (1mg/L) exibiram 12% de mortalidade, enquanto os grupos expostos às 

altas concentrações de 100 mg/L mostraram uma mortalidade de10% e, nehuma mortalidade 

foi observada na concentração de 10 mg/L. Considerando esses resultados, a mortalidade pode 

variar conforme as concentrações; os efeitos dos produtos estão associados a diversos fatores, 

como dissipação de oxigênio, concentração de íons, temperatura, alimentação e o pH, que 

podem ter variado entre os experimentos. Ademais, as diferentes formulações comerciais e os 

aditivos introduzidos podem produzir diferenças nos resultados (EMPEY et al., 2021). 

Em virtude disso, os espécimes de Scinax sp. foram expostos novamente às 

concentrações de 30, 25, 20 e 10 µg/mL dos componentes celulares da linhagem GD02.13 e 

AM65-52. Os resultados mostraram que não houve mortalidade até cinco dias de avaliação para 

ambas linhagens, assim como no controle negativo. Os resultados obtidos neste experimento 

representam o primeiro relato do efeito de bactérias Amazônicas sobre espécimes de girinos do 

gênero Scinax, sendo desconhecidas suas repostas metabólicas e fisiológicas nesses 

organismos. 

Embora as linhagens GD02.13 e AM65-52 não tenham ocasionado mortalidade nos 

espécimes de girinos, os efeitos a longo prazo desses tratamentos ainda não são bem 

compreendidos. SCHWEIZER et al., (2019), demostraram que a exposição dos girinos da 

espécie R. temporaria ao formulado VectoBac(R) WG não afetou a sobrevivência dos espécimes 

durante 11 dias de avaliação, mas induziu significativos biomarcadores para proteotoxicidade, 

neurotoxicidade ou ação metabólica em condições de campo. Além disso, foram encontrados 

resultados significativos relacionados a biomarcadores enzimáticos de desintoxicação. 

EMPEY et al., (2021) avaliaram alguns efeitos em anfíbios, como sobrevivência, 

crescimento, eclosão, metamorfose, topologia e biomarcadores, em relação a produtos à base 

de Bti e Btk. Portanto, são necessárias mais investigações e abordagens para encontrar novas 

respostas sobre esse organismos. Dessa forma, o estabelecimento de novos testes com 

concentrações maiores, biomarcadores e quantificação de proteínas dos componentes celulares 

é fundamental para avançar na avaliação do risco potencial desses bioinseticidas. Além disso, 

contribuirá para um melhor entendimento dos efeitos em anfíbios expostos aos produtos de 

Bacillus a longo prazo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

✓ Os componentes celulares da linhagem GD02.13 e AM65-52 apresentaram eficácia 

para o controle de A. aegypti em condições de semicampo durante 7 semanas; 

✓ A linhagem GD02.13 foi mais eficiente que a linhagem padrão AM65-52 em todas as 

condições testadas; 

✓ Os espécimes de girinos não apresentaram mortalidade quando expostos as 

concentrações dos componentes celulares das linhagens GD02.13 e AM65-52; 

✓ No entanto, são necessário mais estudos, para avaliação da atividade fisiológica e 

metabolica dos girinos expostos as linhagens GD02.13 e AM65-52; 

✓ Dessa forma, a linhagem de Bacillus da Região Amazônica apresenta potencial como 

agente entomopatogênico para o controle de culicideos no Brasil. 
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