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RESUMO

O dengue permanece como problema de saude pubdicBrasil. No nordeste
brasileiro, os grandes depdésitos domiciliaresaatilos para acumular 4gua sao importantes
criadouros para reproducéo dedes aegyptio principal transmissor do dengue. O uso de
alternativas ao controle quimico desse vetor vendeseancentivado. Os objetivos desse
trabalho foram avaliar se a presenca de peixesflgus altera o padrdo de posturaAlo
aegyptj identificar a sobrevivéncia de peixes larvéfagoscloro e descrever a eficacia do
peixe Betta splendenem condicbes de campo. O padréo de postura fiindeaem uma
gaiola com 6 m Os peixes avaliados foraRpecilia reticulatae B. splendensNa gaiola
foram inseridos oito depdsitos, sendo quatro colxepgguatro sem peixes (controle) e 100
mosquitos. Em cada depdésito tinha agua e uma palleetucatex para postura dos ovos. Ao
final de cada semana 0s ovos postos nessas pafbetas contados. Os ensaios foram
replicados por sete semanas consecutivas paraespdeie. A sobrevivéncia d& splendens
e P. reticulata,ao cloro, foi avaliada para trés concentracods (15 e 2,0 mg/L) utilizando
tambores com 35 litros de agua. Foram utilizado§, 10 e 175 peixes para cada
concentracdo testada, na proporcéo de 6 deposiogloro para cada controle (sem cloro).
A eficacia foi avaliada a partir de dados geradels fPrograma Municipal de Controle do
Dengue, na cidade de Fortaleza. Foi avaliada a gréntia dos peixes em depositos
domiciliares e a infestacdo nesses depositos Bonsplendense o larvicida Bacillus
thuringiensis israelensih presenca d8. splendensibiu a postura de ovos pelas fémeas de
Aedes aegyptiom umindice de Atividade de Oviposi¢cdA0) de -0,627. O nimero médio
de ovos postos em depoésitos cBmsplendeng32,5/semana) foi menor que nos depdésitos
com oP. reticulata(200,5/semana) e os controles (186,5/semana; ,0600). Todos 08.
splendensobreviveram a concentracao de cloro de 1,0 n¥fl5 e 39,3% sobreviveram as
concentracdes de 1,5 e 2,0 mg/L. Por outro ladenap4,4% d@. reticulatasobreviveram a
concentracdo minima de 1,0 mg/L. Em campo foranordgredos trés depdsitos com a
presenca d@. splenden® larvas de mosquitos (1,6%), infestacao sigrifiaenente menor
que nos depositos comBii, onde essa infestacdo foi de 10,§94< 0,001). Nos depoésitos
onde o peixe ndo permaneceu a infestacao foi @& maior que nos depadsitos c@&tn (p <
0,010). Nos depdsitos onde o peixe permanecewelb® mais eficaz que o larvicida. A
permanéncia dos peixes foi maior nos tanques denata (48,5%), localizados no
peridomicilio (47,5%) e ao nivel do solo (53,3%pnCluimos que @. splendenpode ser
apropriado para controle bioloégico de larvas Ale. aegyptiem grandes reservatorios
domiciliares, desde que possa ser atestada suamp&noia nesses depositos.

Palavras-chave:Dengue Aedes aegyptiControle biolégico. Peixes larvofagos. Cloro.
OviposicaoBetta splendens. Poecilia reticulata



ABSTRACT

Dengue fever remains an important public healtlblgra in northeast Brazil. Large domestic
containers used to store water are important bngeslies ofAedes aegyptthe main vector.
The use of alternatives to chemical vector contras increased in the last years. The
objectives of this study were: to evaluate thebittun of oviposition by femalée. aegyptin
domestic containers with larvivorous fish; to ddserthe survival of larvivorous fish to
different chlorine concentrations; and to descitie efficacy ofBetta splendenfish under
field conditions. Oviposition was assessed in aazg i of size. The fish speci¢®oecilia
reticulata and B. splendensvere used in the laboratory assays. In the caght svater
containers were placed - four with fish, four wighdish (control), and 100 mosquitoes. In
each container with 15 | water eucatex strips vpdaeed to facilitate oviposition. At the end
of each week, eggs laid on these strips were cdurier each species, the assays were
repeated for seven consecutive weeks. Surviv8l. @gplendengandP. reticulatato different
concentrations of chlorine (1.0, 1.5 and 2.0 mg Ivas assessed in drums with 35 liters of
water. We used 105, 140 and 175 fish for each carat@n: six test containers with chlorine
for each control without chlorine. Secondary ddtéghe Municipal Dengue Control Program
of the city of Fortaleza were analyzed to assessefificacy ofB. splendensinder field
conditions. The presence of fish in household doata was verified after several weeks.
Infestation of containers with mosquito larvae wampared to containers with the larvicide
Bacillus thuringiensis israelensighe presence d. splendensnhibited oviposition byAe.
aegyptiwith an activity oviposition index of -0.627. Theean number of eggs laid in deposits
with B. splendeng32.5 / week) was lower than in deposits wthreticulata(200.5 / week)
and controls (186.5 / week, p <0.0001). Bl splendensspecimens survived a chlorine
concentration of 1.0 mg / L, and 72.5% and 39.3%iged concentrations of 1.5 and 2.0 mg
I L, respectively. On the other hand, only 4.4%ofeticulatasurvived a concentration of 1.0
mg / L. Under field conditions, three containersrevencountered witl8. splendensand
mosquito larvae (1.6%), significantly less tharestéd deposits witBti (10.9%; p <0.001).
In containers where the fish died or disappearatgstation was 27.8% higher than in
deposits withBti (p <0.010). In deposits where the fish remaindficaecy was 85% better
thanBti. The permanence of fish was higher in concretest44B.5%), located outside the
house (47.5%) and at ground level (53.3%). We cmieckthatB. splendensnay be suitable
for biological control ofAe. aegyptlarvae in large domestic water containers.

Key-words: Dengue Aedes aegyptBiological control. Larvivorous fish. Chlorine.
Oviposition.Betta splendens. Poecilia reticulata
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1 INTRODUCAO

O dengue € uma doenca viral febril aguda, trandengtior mosquitos hematofagos,
podendo ser de curso benigno ou grave (BRASIL, ROB2a enfermidade viral mais
importante transmitida por artrépodes em todo o dou(GUHA-SAPIR; SCHIMMER,
2005). Na Grécia, em 1927/1928, por meio de diagusetrospectivo, identificou-se a
ocorréncia de uma grave epidemia de dengue henmwrdg incidéncia alarmante e alta
letalidade. A investigacdo de soros de sobrevigengicou a circula¢do dos virus DENV-1 e
DENV-2 (OPS, 1928; HALSTEAD; PAPAVANGELOU, 1980).

Atualmente o dengue encontra-se disseminado deafawnmoctone em mais de 100
paises de todos os continentes, com excecdo d@&ERELGADO et al., 2008). E uma
ameaca para a saude de mais de 2,5 bilhdes deapess® regides tropicais e subtropicais,
onde se estima que cerca de 80 milhdes de pessaatestem anualmente (WHO, 2009;
KOURI, 2006). Possui ainda um elevado custo paraeogicos de saude e para populacao
(SUAYA et al.,2009).

Ha grandes evidéncias de que as condi¢cbes atuas merspectivas futuras das
Américas, e particularmente do Brasil, favoreceexpansao e o agravamento dos eventos
relacionados com o dengue. Isto é resultado desitorecdo de hiperendemicidade, associada
a circulacdo de varios sorotipos, aumentando aapilittade de imunoamplificagdo (WHO,
2002).

No continente americano, o vetor principal do dengu mosquito culicidededes
aegypti (Linnaeus, 1762), cujos habitos o tém levado a ummpootamento domiciliar,
adaptando-se rapidamente ao ambiente urbano (CALABIQVA, 2002). Sua ampla
distribuicdo geogréfica no Brasil constitui-se t&mbuma ameaca constante a reurbanizacao
da febre amarela (SILVA; SILVA, 1999).

Até o0 momento, o unico elo vulneravel da cadei&ralesmissao do dengue € o vetor
Portanto, todas as formas de combate a doenca dist&@mnadas ao controle do mosquito,
principalmente via reducdo dos potenciais criad®uwtas formas larvarias e do controle
quimico do mosquito adulto (VERONESI, 1985; OPRQ4 T AUIL, 2002).

O uso de inseticidas quimicos tem sido o prinaipétodo de controle dA. aegypti
porém o0 meio ambiente vem sofrendo consequénciasvaso com essa utilizacdo
descontrolada que poderdo se manifestar nas préxdéeadas (OPS, 1984). Existe ainda o
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risco de toxidade para o homem e animais. Alénodssontrole quimico além de conduzir a
uma resisténcia por selecéo, pode causar a déstrdggcontroladores naturais dos vetores e a
contaminagdo do meio em volta, provocando um défetgw do ecossistema (OPS, 1984)

Nesse contexto, o controle biolégico € uma altaraadaos adulticidas e larvicidas
quimicos para controlar a proliferacdo dos mosquitd controle biolégico do vetor do
dengue é bastante difundido no mundo. O uso depdixvofagos é citado desde o século
passado e varias espécies de peixe colocadas @iemszs infestados tém sido utilizadas.
Entretanto, um dos pontos mais criticos € o seueusaepositos domiciliares e com agua
potavel(CHADEE, 1992).

Os primeiros estudos no Estado do Ceara sobre dapeixeBetta splendensomo
alternativa de controle biolégico para larvasAdeegyptiiniciaram no final de 1999, a partir
da observacdo de um experiente entomologista daASAICe. Ele observou que, em
tanques de alvenaria no bairro da Messejana, ond¢ovem criava peixes, ndo havia a
presenca de larvas. Enquanto isso, outros tanquesesmo domicilio em que ndo havia
peixes estavam infestados por larvasAdeaegypti A percepcdo de que os machos dessa
espécie mostravam-se bastante agressivos motivaicio de um projeto financiado pela
Fundacao Giacometti, FUNCAP e CNP(; com o objalie@valiar a capacidade larvofaga de
machos do peixBetta splendensm condi¢des de laboratorio.

No ano de 2000 houve um grande aumento no numercasies de dengue em
Fortaleza. Pela necessidade de solucfes altermig@i@ra 0 seu controle e por uma pressao da
propria comunidade, a Secretaria de Saude do EstadOeard incorporou o peixgetta
splendensho controle do dengue em Fortaleza e em outrosaipimé do interior do Estado
(DN, 2000; PAMPLONA, 2001).

A pressao da populacdo pela sua adocdo como masalternativa para deter a
epidemia fez com que sua utilizagdo se expandigsdamente, chegando em 2002 a mais de
200.000 depositos “peixados” em Fortaleza (OLIVEIRIMA et al., 2003). Trabalho
realizado em 2001 e 2002, no municipio de Canisdgeriu um bom potencial da utilizacao
do peixeBetta splendensm tanques de cimento (PAMPLONAAaI.,2004).

Essa grande popularidade fez com que varios mumscigo interior do Estado
também buscassem adotar essa alternativa de eyngerando uma grande procura pelo
peixe. Até dezembro de 2004 existiam mais de 700@€positos “peixados” em 121
municipios do Ceara (CAVALCANTI, 2006). As cincopésies utilizadas no Ceara sao:
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Poecilia reticulata, Poecilia sphenops, Trichogagteicopteros, Betta splendens e Astyanax
fasciatus A capacidade larvéfaga desses peixes ja foi dstramla em condicbes de
laboratério (CAVALCANTI et al.,2007). Entretanto, ndo existem dados fidedignbsesa
sobrevivéncia de algumas dessas espécies em tés@yvalomiciliares e a possibilidade de

seu uso como biocontroladores em larga escala.

Nesse sentido, mostra-se importante que sejam ciolose 0S mecanismos que
regulam as interacdes biodticas e abibticas. Agopysemos avaliar o uso de alguns peixes
larvéfagos como alternativa viavel de controle @yito de larvas dA. aegyptiem depdsitos

domiciliares e sua insercdo de forma sustentavptograma de controle do dengue.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A palavra dengue

A febre do dengue é entidade clinica conhecida edesdséculo XVIII e,
possivelmente, em séculos anteriores, pois, segdaedoricdo de Gubler (1998), o termo
Water Poison, cunhado na China em 992, reportaw-agidemias de dengue (GUBLER,
1998).

As duas primeiras descri¢cdes da doenca na literatédica se devem a David Bylon,
que descreveu uma epidemia de dengue ocorrida ma@ri780, em Java, e a Benjamin
Rush, que descreveu o surto epidémico ocorridaoladédiia em 1780 (MORTON, 1983). A
partir desse periodo, a nomenclatura médica feisaada de novos nomes para a doenca, tais

como "febre epidémica”, "febre reumatismal”’, "fele@démica eruptiva™ "febre articular

exantematica”, "febre reumatica eruptiva”, "estmdareumatismal”, "artrodinia” e outras
(CHERNOVIZ, 1890).

Por motivos desconhecidos, o0 nome dengue sobrepéaess demais e passou a ser
utilizado universalmente, sendo, em 1839, o noneell@slo por Dickson para o seu livro
sobre a historia, a patologia e o tratamento dax@o€DICKSON, 1855). Em 1869, foi
adotado pelo Colégio Real de Medicina de Londré&sRSIER; DELAMARE, 1984).

A partir de entdo a doenca, de carater epidéméoebeu no mundo os mais variados
nomes populares. Dentre esses, destacamos "fel@hida’ na Asia, "bouhou” na Oceania,
"febre quebra-ossos" nos Estados Unidos, "colorado'tolonias espanholas, "dandy fever"
em colbnias inglesas, "dengue" nas Antilhas, "pahtaRio de Janeiro e “patuléia” na Bahia
(CHERNOVIZ, 1890; SAO PAULO, 1970).

2.2 Mecanismo de transmisséao e epidemiologia do dgre

O mecanismo de transmissao do dengue foi deserital906, por Bancroft, quando
identificou 0 mosquitdA. aegypticomo o vetor da doenca (RODHAIN; ROSEN, 1997). Em
1916, confirmou-se a importancia desse vetor asrdeéestudos realizados na Australia, por
Cleland. Entretanto, s6 apos os trabalhos de Sihar, 1926, e Simmons, em 1931, é que
alguns pontos importantes na transmissao do demggeram ser elucidados. Estes autores

identificaram um segundo vetorAdes albopictug outras duas espécids:scutellarise A.
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polynesiensis encontradas na Indonésia e Ilhas do Pacifico Sespectivamente
(HALSTEAD, 1974).

A etiologia do dengue foi determinada por Ausbu@raig, em 1906, com o achado
de um agente infeccioso filtravel no sangue hun{@&uyBLER, 1998).

Ao longo dos trés ultimos séculos, tem-se registeadcorréncia do dengue em varias
partes do mundo, com epidemias isoladas atingirsddraéricas, Africa, Asia, Europa e
Australia. Depois da segunda guerra mundial, ocamesarias epidemias de dengue e dengue
hemorragico em diversos paises do mundo, destacs#Endp Sudeste asiatico. Foram
registradas epidemias nas Filipinas, em 1956, Adi# em 1958, Vietnd, em 1960,
Cingapura, em 1962 e Birmania, em 1970 (TORRES5R@urante o periodo de 2000 a
2006, uma média de 545 mil casos foram reportamusalmente, em 44 paises (GOMEZ-
DANTES; WILLOQUET, 2009).

Assim como 0 mosquito que o transmite, o dengueordrezse disseminado,
principalmente, nas regides tropicais do mundo.2Bo¥, a doenca foi notificada em mais de
100 paises, onde vivem cerca de 2 bilhGes de pessoaisco. Por ano, existem milhdes de
infeccdes e ocasionalmente dezenas de milharesodesnAtualmente o dengue é a mais
importante virose transmitida por mosquitos. Afgéamesma forma jovens e idosos, ricos e
pobres, especialmente pessoas vivendo em areasasritiensamente habitadas na zona
tropical (TORRES, 2005). Um complexo relacionamemotre variaveis climaticas,
abundancia de mosquitos, densidade populacione¢tigel e sorotipos circulantes definem
as condigdes para transmissdo do dengue (GOMEZ-ESNTWILLOQUET, 20009;
LAMBRECHTS; SCOTT, 2009).

Nas Ameéricas, existem relatos de casos de dengowlsade 200 anos. Em 1963, ja
havia circulagcdo comprovada dos sorotipos DENVEE®&V-3 em varios paises e, em 1977,
0 sorotipo DENV-1 foi introduzido, inicialmente pelamaica. A partir de 1980, foram
notificadas epidemias em varios paises, aumentaodsideravelmente a magnitude do
problema. Vale salientar as seguintes epidemiasa ©1077/1981), Bolivia (1987), Paraguai
(1988), Equador (1988) e Peru (1990) (BRASIL, 20(2¢staca-se ainda a presenca do
sorotipo DENV-4 no Peru (FORSHEe al.,2009).

No Brasil, existem referéncias de epidemias emP#ato, em 1916 e no ano de 1923
em Niter6i, porém, sem confirmacdo laboratorial AR, 2002). O primeiro achado
laboratorial de positividade para dengue foi em B@a, em pacientes com quadro clinico
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sugestivo de rubéola, em 1981 (OSANAI, 1984). Esseo primeiro registro de uma
epidemia documentada com a circulacdo dos sorofjfeNV-1 e DENV-4. J4& naquele
momento foi alertado para o risco de epidemiasetigue no Brasil, em regides com elevadas
infestacOes poh. aegyptiOSANAI, 1984).

Apds o episddio de Roraima, em 1981/82, o Paisuvive periodo de siléncio
epidemioldgico até meados de 1986/87, quando digsor®ENV-1 invadiu o Sudeste e o
Nordeste do Pais. Em virtude da extraordinéria @dpde de adaptacdo do aegyptiao
ambiente intradomiciliar, o dengue se espalhou pad@ms os estados em poucos anos
(CAMARA et al.,2007).

A partir de 1986, os casos passaram a ser notcaunterruptamente (figura 1).
Nesse ano destacou-se a epidemia ocorrida no Edta@eara em virtude da introducéo do
sorotipo DENV-1 e as elevadas infestacdes vetoraisartir de 1990, com a introducéo do
DENV-2 e circulacédo simultanea de dois sorotipoaisj comecam a surgir os casos de febre
hemorragica, com destaque para as epidemias ca®rnd Estado do Rio de Janeiro
(MEDRONHO, 2006). J&4 em 2000, com a introducdoatotgppo DENV-3, tiveram inicio as
grandes epidemias de dengue acompanhadas de uhe gianero de casos hemorragicos.
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Figura 1. Casos notificados de dengue no Brasil, 1986-2008*

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, MS.

* Dados até junho de 2009, sujeitos a reviséao.
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As epidemias ocorreram em periodos ciclicos, dexapadamente quatro anos. Isso
ocorre em virtude da disseminagao dos novos sostipais e da interiorizagdo da doenca.

A partir de 1986, foram notificados diversos caslisicos e varias epidemias em
varios estados. Destas, a mais importante ocoroeRia de Janeiro onde, por inquérito
soroldgico realizado, estimou-se pelo menos 1 mithéipessoas afetadas pelo sorotipo DEN
1, nos anos de 1986/1987. Outros estados (Ceagodd, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais,
Tocantins, Sdo Paulo, Mato Grosso e Mato Gross8uflpnotificaram surtos no periodo de
1986/1993. A introducéo do sorotipo 2 foi detectada1990, no estado do Rio de Janeiro,
onde foi detectado também pela primeira vez o gard, posteriormente, identificado em
Tocantins, Alagoas e Ceara (BRASIL, 2002).

O Brasil apresenta um padrdo sazonal de transmisséianaior incidéncia de casos
nos primeiros meses do ano, provavelmente inflaglocipor fatores como temperatura,
umidade e pluviometria, tipicos de regides trogicai

A maior proporcao de casos € notificada nas regddsste e nordeste, chegando a
89% em 2002. Teixeirat al (2009) mostra que 38,4% dos casos de dengue dx®ehtre 0os
anos de 1990 a 2007 foram na regido nordeste. iBa€tentro-Oeste vem apresentando um
aumento na proporgao dos casos notificados nesadtanos (figura 2).
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Figura 2. Proporcéo de casos notificados de dengue nol Brasiregido, 2001-2009*.
Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, MS.

* Dados até dezembro de 2008, sujeitos a revisao.
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2.3 Dengue no Ceara

Os primeiros registros dA. aegyptino Ceara demonstram sua presencga no ano de
1851, devido a uma grande epidemia de febre amaretna onde foram relatados cerca de
28.500 casos dessa patologia, atingindo mais dadeeta populacdo da época (FRANCO,
1976). Em 1932 a Fundacao Rockefeller realizou stad® os primeiros levantamentos de
indices em alguns municipios. No periodo de 193949 oA. aegyptifoi encontrado em
todos os municipios do Estado (FRANCO, 1976). G=dgodo Aedesforam totalmente
erradicados do Ceara até o ano de 1950, em videiden amplo programa de erradicacao do
dengue nas Ameéricas e, até 1983, a literatura dy#o$ oficiais ndo relata nenhum foco do
mosquito. No ano de 1984 foi detectado novamerde fm municipio de Aquiraz e, desde
este periodo ndo foi mais possivel erradica-loediotério cearense (FRANCO, 1976). Com
isso, o0 Ceara figura como um dos mais important@stgp ao numero de casos reportados de
dengue (CUNHAet al., 1988). Apesar do crescimento dos esforgos deaendio vetor no
estado, o dengue continua se manifestando de femd&mica com frequentes surtos
epidémicos (CAPRARAt al.,2009).

Sua primeira epidemia teve inicio em agosto de 188@ndendo-se até novembro de
1987. Nesse periodo foram notificados cerca dedR7c@sos, com o pico de transmissdo em
abril de 1987 (LIMA; PAMPLONA; NOGUEIRA, 2003). Fedy cefaléia, artralgia e mialgia
foram os sintomas mais frequentes (VASCONCEIgD8&l.,1995).

Desde 1986 nenhum ano se passou sem a confirmagéasds de dengue tendo, em
1994, a maior epidemia registrada nesse estadoéri&d historica de dengue no Ceara
apresenta alguns picos epidémicos e, mesmo cors txlacdes de controle desenvolvidas
nos ultimos anos, 2008 se apresentou como 0 seq@mu@om 0 maior nimero de casos
confirmados e o primeiro em numero de casos hegioas (figura 3).
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Figura 3. Numero de casos confirmados e incidéncia de denguCeara, 1986 a 2009*.

Fonte: Secretaria da Saude do Ceara.
* Atualizados em 08/08/09. Dados sujeitos a revisédo

Os primeiros casos de dengue hemorragico (FHDnfamatificados no Ceara em
1994, quando foi detectada a introducdo do sor®@ipNV-2. A partir de 1998, todos 0s anos
apresentaram casos hemorragicos destacando-sede &0®0, com uma letalidade de 75%,
sendo considerada a maior do Brasil (VILAR, 20@8partir de 2001, com a introducéo do
sorotipo DENV-3 e a circulacdo simultanea de t@stgpos, aumentou o risco de evolucéo
para casos hemorragicos (figura 4).
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Figura 4. Numero de casos confirmados de FHD e letalidadéeara, 1994-2009*.

Fonte: Secretaria da Saude do Ceara.

Dados sujeitos a revisao.

Outro aspecto que tem chamando a atencédo é quatimoss anos vem reduzindo a
idade média dos pacientes que evoluem para formasggno Ceara. Em 2001, a média de
idade dos pacientes com FHD foi de 36,8 anos e,2608, declinou para 30 anos
(PAMPLONA et al., 2005). Esse aspecto também foi relatado por Treieeial. (2009) em
outros estados brasileiros, com destaque para a&ianeiro. Vilar (2008) demonstra um
aumento do numero de casos de FHD e uma reducéadicsitiva da faixa etaria dos
pacientes, provavelmente ocasinado pela circulagaaltanea de trés sorotipos virais por
mais de duas décadas e a re-emergéncia do DENWS aguns anos sem circulacao no
Cearé (figura 5).
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Figura 5. Propor¢éo de casos de FHD em individuos com ®2 an menos. Ceara, 2001-
2008.

Fonte: dados ainda nédo publicados.

2.4 Formas clinicas e apresentacdo da doenca

Dengue é uma doenca febril aguda que pode se afmesemo infec¢ado inaparente,
Dengue Classico (DC), Febre Hemorragica do Dengttb] ou Sindrome do Choque da
Dengue (SCD). Seu agente etiologico € um arbowdmugéneroFlavivirus, pertencente a
familia Flaviviridae. S&o sorologicamente relactilw® mas antigenicamente distintos, sendo
conhecidos 4 sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e N4 (BRASIL, 2002).

As formas graves do dengue e em particular a febneorragica sdo a expresséo de
um mecanismo patogenético complexo no qual intemage virus e o hospedeiro e,
principalmente, ressalta-se a resposta imunolégieste. A maior parte dos autores,
atualmente, concorda com a teoria de que a infesg@mdaria seja o principal fator de risco
para desenvolver a FHD, porém, segundo Torresp®uatores sdo também importantes
(TORRES, 2005).
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Em virtude das diversas formas de classificar asosahemorragicos (FHD), o
Ministério da Saude do Brasil adotou um critérioatiessificagdo das formas de FHD em
guatro categorias, de acordo com a gravidade:

- GRAU 1: febre acompanhada de sintomas inespesjfiem que a Unica manifestacdo
hemorrégica € a prova do lago positiva.

- GRAU 2: além das manifestacfes constantes dolgraomam-se hemorragias espontaneas
leves (sangramentos de pele, epistaxe, gengivareagutros).

- GRAU 3: colapso circulatorio, com pulso fracoapido, e pressao arterial ou hipotensao,
pele pegajosa e fria e inquietacao.

- GRAU 4: choque profundo, com auséncia de pressaderial e pressdo de pulso
imperceptivel (Sindrome do Choque da Dengue) (BRAZI02).

2.5 Virus

Pertencentes a famili@aviviridae e ao génerd-lavivirus (GUBLER, 1998), o qual
inclui 68 espécies em 8 grupos sorologicamentecimlados (quatro transmitidos por
mosquitos, dois por carrapatos e dois ainda searegetonhecidos) (SCHATZMAYERt al.,
2000).

Os virus do dengue apresentam-se como quatropasatistintos (DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4), porém sorologicamente relaeidos. A infeccdo por um
determinado sorotipo do dengue n&o prové imunigaatetoda a vida contra os demais
sorotipos (GUBLER; MELTZER, 2003).

Esses virus sdo envelopados, esféricos, com pegegds superficies, medem
aproximadamente 60nm. Possuem genoma de aproxireat&rhl.000 nucleotideos que
codificam 10 genes contidos em uma molécula de ROIA fita simples, a qual se comporta
como RNA mensageiro de cadeia simples e polaridaggitiva (RICE; STRAUSS;
STRAUSS, 1986).

A reinfestacéo do Brasil peld. aegyptina década de 1970 e a elevada circulagdo dos
virus dengue nas Americas propiciaram um cenagaligara a reintroducdo da dengue no
Brasil (PINHEIRO; CORBER, 1997). Em 1981, amosttas sorotipos DENV-1 e DENV-4
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foram isoladas durante um surto da doenca na cidadgoa Vista, no estado de Roraima
(OSANAI et al., 1983). Entretanto, apenas a partir de 1986 a deggnhou destaque no
contexto nacional da saude publica, com a intraglaigésorotipo DENV-1 no estado do Rio
de Janeiro, disseminando-se, em seguida, para soutmidades da Federacao
(SCHATZMAYR; NOGUEIRA; ROSA, 1986FIGUEIREDO, 1996).

Amplamente difundidos pelo pais e criando um phifierendémico nas cinco regiées
brasileiras, os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV&@dm responsaveis, nos ultimos 20
anos, por mais de quatro milhdes e quinhetos mdsde dengue (BRASIL, 2009). Analises
por sequenciamento do genoma isolados dos virusaram que os sorotipos DENV-1,
DENV-2 e DENV-3 pertenciam a genotipos provenieni@s Américas, do sudeste asiatico e
do subcontinente indiano. O terceiro sorotipo &Baxiado a graves epidemias de DH/SCD
registradas no Sri Lanka e india, bem como a cdeasorte nos paises da América Central
(RICO-HESSE, 1990).

Em 2008 foi reportada a circulacdo do sorotipo DEANNO Estado do Amazonas. Ha
mais de 25 anos esse virus nao circulava no pawstu® foi isolado de trés pacientes por
testes moleculares e um dos pacientes estavaexidadbd pelos virus DENV-3 e DENV-4.
Nenhum dos casos havia se deslocado 15 dias aotésiaib dos sintomas, o que foi
caracterizado como transmissdo autoctone (FIGUEIREE& al., 2008). Entretanto,
independente da polémica estabelecida em torn@ @etmdo, ndo se pode fechar os olhos
para o fato de que o DENV-4 chegard ao Brasil, emlimdio se possa prever quando
(MEDRONHO, 2008).

2.6 Inquéritos soro-epidemiolégicos

Varios inquéritos sorologicos foram realizados masB para avaliar o potencial de
disseminagdo da doenca e circulacdo viral em cédddéepequeno, médio e grande porte
populacional.

Foi realizado inquérito apd6s duas epidemias de wemassica na Bahia, sendo a
primeira em 1987 causada pelo sorotipo DENV-1 empijra e a segunda em 1995 causada
pelo sorotipo DENV-2 na cidade de Prado. Em amisdsatbalhos foram utilizados o teste de
inibicdo de hemaglutinacdo (IH). A soro-positividddi de 11,9% e 17,5%, respectivamente.
N&o houve diferenca significativa entre idade eeg@tVASCONCELOSet al.,2000).
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Trabalho realizado em 1993 no municipio de Para&im Paulo, mostrou uma
positividade de 3,7%. Esse estudo sugeriu uma sifibagdo de 1:12 casos e nao relatou
diferencas significativas entre sexo, idade e n$éeio-econémico. Destaca ainda que 33%
dos individuos positivos ndo apresentaram sintdogito (SCANDAR et al., 2003). Ja em
inquérito realizado no municipio de Santa Béarbar@®d3te, cinco meses apdés o periodo
epidémico, mostrou uma incidéncia varias vezes rgupea incidéncia confirmada
laboratorialmente durante a epidemia. Além dissiondtificado ainda um grande namero de
casos que nao foram confirmados laboratorialmept®ocdengue, sugerindo um valor
preditivo muito baixo (15,6%) (LIMAet al.,1999).

Outro inquérito foi realizado com uma amostra dmkeses em 1994 no municipio de
Paracambi, Estado do Rio de Janeiro. A técnicazadia também foi o teste de Inibicdo da
Hemaglutinacdo com 39,2% de positividade. Essatipidside ndo apresentou diferenca
significante entre sexo e apresentou uma elevagdoocaumento da idade e co-circulagcéao
dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 (CUNH#t al.,1997).

No municipio de Fortaleza foi realizado inquérifms a epidemia de 1994, causada
pelo sorotipo DENV-2. Através dos testes de inibi¢Be hemaglutinacdo e aplicacdo de
questionarios semi-estruturados foi possivel datelt% de positividade, sendo a maior parte
de resposta secundaria. A prevaléncia geral vane 21% e 71%. Nao houve diferenca
significativa entre sexo, idade e escolaridade caatrdrio de condigcdo sécio-econdmica
(VASCONCELOSet al.,1995).

Apds epidemia ocorrida no periodo 1995/96 em Sads hwvocada pelo sorotipo
DENV-1 foi realizado inquérito com o objetivo dea#iar o impacto na populagdo. A
positividade chegou a 55,4% em uma das areas daslidNdo foi observada diferenca
significativa entre sexo, 0 mesmo néo ocorrendo @1da que evidenciou maior prevaléncia
na populacdo de melhor nivel s6cio econdmico (B3),0Foi possivel estimar mais de 400
mil infec¢cdes (VASCONCELOSt al.,1999).

Inquérito realizado em 1998 na cidade de Campas,Paulo, foi utilizada a técnica
de papel de filtro, sendo as amostras testadas tpste imunoenzimatico em culturas
celulares infectadas (EIA-ICC). Foi observada umevaléncia de 14,8%, sendo considerada
bem superior aos casos confirmados (LIMA, 2007).

Inquérito nas cidades de Brasiléia e Epitaciolaapids a epidemia ocorrida em 2000
mostrou a circulacdo simultanea dos sorotipos DENS/DENV-2 com uma prevaléncia de
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60,3% de IgM e 67,2% de IgG. A soropositividadenhaiis frequente no sexo masculino e em
faixas etarias mais elevadas. A estimativa de diflmagdo da infeccdo foi de 65% em
Brasiléia, e 69,9% em Epitaciolandia (GUIMARAESal.,2006).

Diante desses inquéritos foi possivel observar euecidades com populagbes de
menor porte populacional a dindmica da infec¢cdo pelis do dengue parece ser diferente.
No Brasil, os inquéritos soroldgicos tém assinaléaloa de infeccdo com uma grande
variacdo, em virtude provavelmente do tamanho daulpQdo exposta e ao momento
epidemiolégico vivenciado no momento da realiza@mquérito (quadro 1).

Cidade Ano da coleta Técnica utilizada  Soro-positividade Autores
Bipupiana, BA 1987 IH 11,9% Vasconcelot al.,
Paraiso, SP 1993 - 3,7% Scandaet al.,
Santa Barbara, SP - - 15,6% Limaetal.,
Paracambi, RJ 1994 IH 39,2% Cunhaet al.,
Fortaleza, CE 1995 [H + questionario 44% Vasconcelo®t al.,
Prado, BA 1955 H 17,5% Vasconcelot al.,
S&o Luis, MA 1995/96 - 55,4% Vasconcelot al.,
Campinas, SP 1998 Papel filtro 14,79% Limaetal.,
Brasiléia, DF 2000 - 60,3% Guimaréet al.,

Quadro 1 - Inquéritos realizados em cidades Brasileiras, porda coleta das amostras.

2.7 Estratégias para o desenvolvimento de vacinas

Considerando as dificuldades encontradas para toot®mle seu principal vetor, A.
aegypti além dos bons resultados obtidos com vacinas @aras arbovirus como a febre
amarela e encefalite japonesa, a producdo de umiaav@ara dengue poderia ser uma
solucdo. Entretanto, apds 60 anos de descobedauwdagente etioldgico isso ainda néo foi
possivel (FIGUEIREDO, 1999; TAUIL, 2002; GUZMAN; GXCIA; KOURI, 2006).
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Destacam-se como fatores limitantes para essa gioda auséncia de um modelo
experimental que permita uma adequada compreersEirdcessos envolvidos tanto na
expressdo da doenca quanto na resposta pos-vazinahhecimento parcial dos processos
envolvidos nas infec¢Bes secundérias heterdlogapagem determinar uma maior gravidade
na expressao clinica da doenga; a co-circulagdoqdaso tipos de virus determinando a
necessidade de uma vacina tetravalente; o poudteconento da genética de viruléncia dos
virus e desinteresse por parte de grupos comemmiadutores de vacinas (FIGUEIREDO,
1999; GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2006; FARRAR; FOKS; GRLER, 2007).

Segundo alguns autores uma vacina ideal para demhgueria cumprir pelo menos
quatro caracteristicas: promover a imunizacao parguatro sorotipos sem desencadear os
mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela gehgmorragica; apresentar baixo custo;
baixa toxicidade (principalmente neuro e hepata@xeé manter titulos virais sob refrigeracéo
ou a temperatura ambiente por pelo menos trés (BBUEIREDO, 1999; GUZMAN;
GARCIA; KOURI, 2006; FARRAR; FOKS; GUBLER2007).

De acordo com Guzman, Garcia e Kouri (2006) e Hami§2006) no atual estagio de
desenvolvimento de vacinas apresentam-se como §goras as produzidas a partir de virus
vivo atenuado, cuja técnica de formulacdo é classiutra técnica € a que utiliza virus
recobinante com basicamente trés estratégiasralig@o de uma mutacdo selecionada no
virus da dengue; a insercdo de um gene estruttvdEpna cadeia genética de um virus
classicamente atenuado e a inser¢cdo do gene prdifiatriz genética da cepa vacinal YF
17D, que serve como vetor (GUZMAN; GARCIA; KOURD®@; HOMBACH, 2006).

Existe ainda a possibilidade de producdo de umanaaoaseada em um virus
quimérico (GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2006; HOMBACH, 2am; SILVA;
RICHTMANN, 2006). Desta forma, percebe-se o esfangs Ultimos anos em pesquisas
abordando a possibilidade de uma vacina, entresagondo Guzman, Garcia e Kouri (2006)
e Hombach (2006) ainda sé&o necessarios pelo meaigscmco anos para concretizacédo de
algum desses trabalhos. Apos essa fase concluidants ainda dificuldades técnicas em
virtude de novos desafios a serem superados. Segalgdins trabalhos poderia haver
divergéncias ainda quanto ao calendario vacinafiniggo de qual populacdo seria
considerada de maior risco, quais faixas etariggad o comportamento da vacina quando
aplicada em larga escala em uma populacdo ja fersb (TAUIL, 2002; OOI; GOH,;
GUBLER, 2006; HOMBACH, 2006).
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2.8 Importancia para a Saude Publica

Epidemias de dengue e dengue hemorragico trazeortmmpes impactos econdémicos
e representam um encargo significativo para as natades afetadas (MELTZER; RIGAN-
PEREZ; CLARK, 1998). Este impacto pode variar duingerda de vidas, despesas médicas
com hospitalizagcdo dos pacientes, perda de prodatie da forca de trabalho afetada,
sobrecarga dos servigos de atencdo a saude dewdmanda alta e repentina durante as
epidemias; gastos consideraveis com as ac¢des emiigede controle de vetores a e perda
de receita de turismo como resultado de publicidedmtiva (MELTZER; RIGAN-PEREZ;
CLARK, 1998; SUAYA; SHEPARD; SIQUEIRA, 2009). Seglmo Ministério da Saude do
Brasil sdo gastos mais de um milh&o de reais osaicom as acdes de prevencao e controle
do dengue (BRASIL, 2009).

Kouri et al. (1989) estimaram que o custo da epidemia ocoamaCuba no periodo
de 1979/81 foi de US$ 103 milhdes, sendo 84 milledes custos diretos e outros 19 milhdes
para custos indiretos.

Em Porto Rico a epidemia ocorrida no ano de 19v& ten custo estimado entre US$
6 e US$ 16 milhdes. Os custos diretos com atengditicane medidas de controle entre 2,4 e
4,7 milhdes de dodlares e custos indiretos com dkaabalho perdidos pelos trabalhadores
doentes e pais de criancas doentes entre 3,7 eilhfiesn (VON ALLMEN; LOPEZ-
CORREA; WOODALL, 1979).

A despeito de todas as acbes de controle desedas)ia grandes evidéncias de que
as condicOes atuais e as perspectivas futurasalil Br particularmente no Ceara, favorecem
a expansao e o0 agravamento dos eventos relacior@moso dengue. Isto devido ao
estabelecimento de uma situacdo de hiperendem&idgnde dispersédo de seu vetor,
associados a circulagédo de varios sorotipos (vEtsO, 2002; BRASIL, 2002).

2.9 Biologia e ecologia dé. aegypti

O principal vetor do dengue nas AméricasA @egypti cujos habitos o tem levado a
um comportamento domiciliar, adaptando-se rapidéenam ambiente do homem (CALADO;
SILVA, 2002). Além disso, deve-se ressaltar queasupla distribuicdo geografica no Brasil
constitui-se uma ameaca constante a reurbanizacfbte amarela (TAUIL, 2002). Vérios
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surtos dessa patologia, em sua forma silvestre orido nos ultimos anos no Brasil, em
areas infestadas pér aegypti(SILVA; SILVA, 1999).

Depois um repasto sangliineo realizado em um indiviitfectado, o mosquito torna-
se apto a transmitir o virus, apdés um periodo @12 dias de incubagdo extrinseca. Este
periodo de incubacdo varia de 3 a 15 dias, sendmédia de 5 a 6 dias (BRASIL, 2002).
Tanto a fonte de infecgdo, como seu reservatoritelveado é o ser humano; sendo descrito
na Asia e Africa um ciclo selvagem envolvendo masdB8RASIL, 2002).

Thoisy et al. (2009) mostram pela primeira vez que os mamifeselvagens
neotropicais podem ser infectados com o virus dergotretanto, a questao a ser esclarecida
€ a possibilidade de se manter o ciclo do virus@mo nesses mamiferos e determinar qual
seu papel na reermergencia da doenca em populdufeanas. Além disto, existe
transmissao transovariana ou vertical, significaqde as novas geracdes poderao ja nascer
infectadas (CALADO; SILVA, 2002).

Esse inseto tem habitos preferencialmente diurmoepuscular vespertino. Apos a
copula, sua fémea tem a capacidade de acumularmesipesdides por toda a vida em
espermatecas, produzindo ovos muito resistentessgedacdo. A primeira postura atinge
cerca de 80 a 100 ovos. Nas posturas seguinteg pada 25 a 30 ovos. Em condigbes
propicias o numero de oviposi¢ces pode atingireeh®ra 15 ao longo da vida (GADELHA,
TODA, 1985). Depois da oviposicdo e ap0s o deseimehto embrionario inicial; que se
passa em ambiente ainda umido, estes ovos podenapecer mais de 490 dias em local
seco (CALADO; SILVA, 2002). Este é um dos fatoreaisnmportantes da biologia deste
vetor, que o torna de dificil erradicacgéo.

Em condi¢cbes normais, os ovos maduros eclodem ajmisis minutos quando
submersos em meio liquido (GADELHA; TODA, 1985). lasvas emergem facilmente da
rotura do ovo, apOs o contato dos mesmos com a &gtes larvas passam por quatro sub-
fases de crescimento: L1, L2, L3 e L4 e s6 entégeain o estagio de pupa, que dura cerca de
24 a 48 horas (CALADO; SILVA, 2002). A passagemude estagio larval para o proximo é
feita pelo processo de muda durante o qual ocordesprendimento do exoesqueleto
(GADELHA; TODA, 1985). Um fluido é secretado paraspibilitar a separacdo do
exoesqueleto da nova cobertura desenvolvida sotrpp GADELHA; TODA, 1985). O
tempo necessario para a evolucdo do ovo até o nosagulto varia de acordo com a
temperatura e com a alimentacdo da larva. Em coeslifavoraveis este periodo ndo excede
10 dias (GADELHA; TODA, 1985).
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Apds a eclosdao, &. aegyptiapresenta grande capacidade de colonizar os mais
variados tipos de criadouros e, com certeza, eg@telacido entre os depoésitos preferenciais
para sua oviposicdo e os habitos de armazenagendgda da populacdo estudada
(GADELHA; TODA, 1985; O'GOWER, 1957). A atividadaisimana, seus habitos, costumes
e tradicbes somadas a outros fatores, tais conugitafe regional, temperatura, umidade e
altitude exercem marcada influéncia nessa distf#mudo vetor (GADELHA; TODA, 1985).

Um dos grandes desafios no conhecimento dos hatdsse vetor encontra-se na
determinacdo dos depodsitos preferenciais para sysosicdo. Os depdsitos artificiais
preferidos para postura dos ovos sédo aqueles gasempam superficie de agua livre, parede
porosa e baixa reflectividade (O'GOWER, 1957).

Em relacdo a qualidade da agua, mostrou-se prefar@or meios pouco poluidos;
contudo desde que as condi¢cbes gerais fossem gjidabiseletividade se tornava duvidosa
(GADELHA; TODA, 1985; O'GOWER, 1957).

Segundo Bezerra, em estudo realizado em Fortalekaaegyptimostrou preferéncia
por depdsitos com grande volume de agua e maioraadim relacdo ao solo (BEZERRA,
1999). Os criadouros mais importantes no Vietnanfocaixas d"agua de concreto e tinas e,
essa importancia ndo diferia durante as estacGegshs e secas, sendo denominados de
depositos-chave. Estes depositos-chave foram tenmsmente positivos para grande numero
de larvas durante todo o ano, com um aumento gigtifo durante a estagao chuvosa - 2,23
vezes mais larvas (NAM, 2003).

Trabalho ralizado em Cuba sugere a importancia aleag d’agua, tanques de
cimento, pogos e tinas de concreto (CRUZ; MESA; IAARTIN, 2001). Em duas cidades
cubanas com condi¢bes socioeconomicas diferentamfdescritos 10 tipos de criadouros
com focos deA. aegyptie uma média de 12 a 13 depdsitos com agua porircedal e, nas
duas situacdes os tanques estavam entre os depdsite infestados (MARQUETTét al.,
1996).

Nas Antilhas Britanicas os depdsitos mais usadtsspge aegyptiem areas urbanas
foram tanques e cisternas de grande volume utdizapara armazenamento de agua
(NATHAN; GIGLIOLI, 1973).

Segundo Chadee, Ward e Novak (1998) buracos deednobmegaram a representar
19% dos criadouros no Caribe. Ja na india os dgogieferenciais foram potes de barro e
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vasos de planta (RAY; TANDON, 1999). Na Tailandsauelos realizados por Kittayapong e
Strickman (1993) mostraram que dos doze tipos ideauros identificados com larvas de
aegyptj mais de 56% deles foram representados por petbardo. Na Argentina os vasos de
plantas, potes de barro e bebedouros de animaisifos mais infestados em cerca de 40%
dos domicilios visitados (LIBORIGet al., 2004). No Rio de Janeiro, mais de 50% dos
depodsitos infestados foram vasos de planta e aasdbh de plastico (SOUZA-SANTOS,
1999).

Varios trabalhos na literatura mostram que os deggdpredominantes variam de
regido para regido e, principalmente de acordo asmsondicbes de fornecimento de agua
(BOND et al., 1969; LIMA; ARAGAO; AMARAL, 1998; PINHEIRO; TADEI, 2002;
PEREIRA, 1996).

2.10 Erradicacaoversus Controle

Durante algumas décadas o Brasil acreditou seivebsserradicacao dA. aegypti
em virtude principalmente do sucesso com a erredicda febre amarela urbana (FRANCO,
1976). Isso ocorreu ndo apenas no Brasil, mas nariéanLatina (SOPER, 1965). Essa
mudanc¢a na postura de erradicagdo para control®qoo no continente americano uma
gradual reinfestacéo pefa aegypti

Discussdes calorosas ocorreram acerca de qual @ adaguada politica nacional
deveria ser adotada, se erradicagdo ou controle,sera haver consenso. Os partidarios da
erradicacdo, argumentaram que o sucesso obtidocantente credenciava o Pais na adocéo
da mesma politica e lembraram que no passado cammsnbecnologia se logrou éxito.

Entretanto, o intrinseco relacionamento dos proatende gerenciamento de
programas, interrupcbes e limitagbes operacionaiggamico-cientificas inviabilizam a
erradicacao. Segundo a 312 Reunido do Conselhtvdia Organizagdo Panamericana da
Saude, em 1985, ocorreu uma importante mudancaohiicg da OPS contrariando a
estratégia de erradicacado e reconhecendo pelai@ivez a possibilidade de implementacéao
de programas de controle (OPS, 1994).
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2.11 Controle doA. aegypti

Até o0 momento, o Unico elo vulneravel da cadeidardesmissdo do dengue éAo
aegypti. Portanto, todas as formas de combate a doenga dis&&ionadas ao controle do
vetor, principalmente reduc@o dos potenciais cran® das formas larvérias e do controle
quimico. A reducéo de criadouros € obtida atraeésnd conjunto diversificado de atividades,
gue entre outras inclui o destino adequado de maEeque possam acumular agua e a
vedacdo de depdsitos domiciliares (VERONESI, 1988S, 1994; TAUIL, 2001; BRASIL,
20009).

Os tradicionais programas de erradicacdo basealosniralizacdo, verticalizacdo e
paternalismo que ainda existem em alguns paiseéndé@rica do Sul sado ineficazes,
principalmente pelos seus altos custos e, na raadas vezes, ndo sao financiados, nem
manejaveis. (WHO, 2002).

Assim existiriam varios motivos para se incentivardesenvolvimento de outras
alternativas de controle, principalmente que assoddaixo custo que fossem sustentaveis
(SERVICE, 1995; NAM, 2003). Outro aspecto imporgagtie deve ser considerado € o fato
de ndo se levar em conta apenas a ecologi. @@gypti mas principalmente o significado
social dos recipientes para as pessoas e parsiddnaas (NATHAN; KNUDSEN, 1991).

Um dos principais problemas que se enfrentam atrakma luta contra este vetor €
que tradicionalmente, o controle quimico tem sidariacipal método de controle. Porém o
meio ambiente vem sofrendo consequéncias nocivas a&outilizacdo descontrolada de
inseticidas que poderdo se manifestar nas proxiéaadas (OPS, 1984). Existe ainda
embora pequeno, um risco de toxidade para o homeuaires animais. Além disso, leva a
resisténcia por selecdo, causa a destruicdo deolzmures naturais dos vetores e a
contaminacdo do meio em volta, podendo provocadasequilibrio do ecossistema (OPS,
1984)

Um outro aspecto importante que permite a manutedgdinfestacao vetorial é a
dificuldade para o desenvolvimento das intervengdse a populacdo de mosquitos que
também decorrem de distintos habitos de vida (DOISAD, 1999). Como exemplos
marcantes e antagonicos observam-se que em mes&Emcias de bairros nobres, por
questao de seguranca, ndo se consegue a permissamihdores ou sindicos para a atuacao
intra e peridomiciliar dos agentes de endemias (RONIO, 1999).
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Ainda segundo Donalisio (1999) em algumas aredsvaddas com registros maiores
de violéncias os agentes tém receio de trabalhafoumpedidos de fazé-lo. Desta forma, as
taxas de recusas nessas areas sdo muito elevadstituindo-se verdadeiras ilhas de dificil
intervencdo que, ndo s6 permanecem infestadas goejodicam a eliminacdo do vetor
(DONALISIO, 1999).

Alternativas de controle legal tem sido pouco imm@atadas no Brasil, mesmo apés
ampla revisdo do assunto pelo Ministério da SaB&ASIL, 2006). Desta forma, o conrole
larvario pode estar comprometido em algumas arehanas em virtude das grandes
densidades populacionais e producdo de inUmeraslotnos para mosquitos vetores de
doencas (CHANDRAet al.,2008).

2.11.1 Controle com inseticidas quimicos

Agentes quimicos tém sido utilizados para o coetdd Aedesdesde a virada do
século (OPS, 1984). Durante a primeira campanh#&ra@nfebre amarela em Cuba e no
Panama, os criadouros eram tratados com Oleo gdeifoiesel) e as casas borrifadas com
piretrinas (OPS, 1984). Quando as propriedades tiéides do DDT (dicloro-
difeniltricloroetano) foram descobertas nos anaareuta do século XX, 0 seu uso tornou-se
rapidamente o principal método empregado nas cadmagamundiais de erradicacdo Ao
aegypti(OPS, 1991).

Segundo alguns relatos da época a eficiéncia destéicida levou a um otimismo
exagerado. Acreditava-se que as doengas transsiipda insetos, particularmente por
mosquitos, poderiam ser erradicadas em poucos @®S, 1994; CHAVARRIA, 2000).
Entretanto, a resisténcia ao DDT comecou a sectdel# no inicio dos anos 60. Isso levou a
pesquisa de varios inseticidas; dentre eles, aanofgsforados. Foram desenvolvidos varios
outros tendo o Fenthion, o Malathion, o Fenitratheo Temephds caido em uso corrente
para o controle dé. aegypt(OPS, 1984)

Um dos principais problemas que se enfrentam atrhkma luta contra este vetor é
que tradicionalmente, o controle quimico tem sidariacipal método de controle; porém o
meio ambiente vem sofrendo consequéncias nocivas a&outilizacdo descontrolada de
inseticidas, que poderdo se manifestar nas proxideasdas (OPS, 1984).

Entre os fatores negativos associados ao contrdheicp das populacfes deedes
temos a falta de especificidade; podendo elimit&mado Aedesuma grande variedade de
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outros organismos, como Seus inimigos naturaisratigstaceos de agua doce, larvas de
libélulas e de¢oxorhynchitegDIAS, 1992).

Vérias pesquisas sao desenvolvidas na area ddiidas quimicos sintéticos devido
a acao rapida e eficiente no controle de larvassitos. Entretanto, Arruda, Oliveira e Silva
(2003) sugerem que estes larvicidas apresentantaaicidade para mamiferos e o meio
ambiente.

O tratamento focal consiste na aplicagdo de umupooldrvicida em depdsitos com
agua, para as formas imaturas do mosquito. Atudaknmefo utilizados pelo Programa
Nacional de Controle do Dengue (PNCD) os larvicidpgmicos: temefds e outro
organfosforado, o difrubenzuron e um outro biolégitcom menor poder residual Bacillus
thuringiensis israelensi@BRASIL, 2009).No caso da aplicacdo espacial de inseticidas para
combate ao vetor alado € utilizado o inseticidanigd a base de piretroide. Entretanto, a
perspectiva de uma longa convivéncia comA.caegyptidevera levar a racionalizacdo do

emprego desses inseticidas.

O controle de vetores em uma concepc¢do atualizemtzuna contemplar idéias de
integracdo de métodos e estratégias. Entende-s® adlesse principio que se deve trabalhar
racionalmente diversos métodos dentro de um enfeqakgico. A crescente demanda pela
protecdo ambiental tem incentivado a busca e addeamétodos alternativos de controle.
Assim, a utilizacdo do controle biolégico tem-sestrado promissora, tanto pela seguranca
quanto pela eficiéncia que oferece e, principalmenpor ser alternativa viavel
economicamente e socialmente desejavel.

2.11.2 Controle biolégico

O rapido aumento da resisténcia Ao aegyptia varios inseticidas quimicos e os
possiveis danos causados por eles a0 meio ambi@Emteresultado na busca de novas
alternativas de controle (FREDERICI, 1995).

Tem-se descritos varios mecanismos de atuacdo tgoamstas para controlar a
espécie alvo; destacando-se a competicdo por dbmenespaco, 0 microparasitismo, a
predacao, inducao de resisténcia, dentre outraenfpeticio mais comum € por nutrientes e
espaco. O parasitismo se refere a situacdo em muenigroorganismo parasita o outro e
consiste na utilizacdo de patdgenos como alimegitorpicroorganismo.
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Dessa forma entéo, o controle biol6gico é baseadssa de organismos vivos ou seus
produtos capazes de predar, competir, eliminar arasgar as larvas ou formas aladas do
vetor (FREDERICI, 1995). Varios organismos forarstddos como potenciais para uso em
programas de controle de vetores como nematédemsjod, bactérias e protozoarios
(RAJAGOPALAN, 1981).

O Departamento de Saude Publica da Universidadaidé&na, nos Estados Unidos
estudou na década de 50 varias possibilidades aackrcuso do controle bioldgico de
mosquitos vetores de doencas. Concluiram a époeapqucos pesquisadores poderiam
questionar o papel de agentes biolégicos ocorreatiaralmente e regulando populacdes de
mosquitos em seu ambiente natural (CHAPMAN, 1985).

Ha uma perspectiva de restringir o uso de agentiesicps no controle dé. aegypti
em depositos de agua que ndo podem ser eliminadogi@ podem ser manejados (OPS,
1989). A luta contra os mosquitos vetores de daeast crescendo de forma que se buscam,
a cada dia, novas alternativas de controle, prahtipnte aqueles que empregam agentes
biol6gicos (BORDA; REA; HUERTA2001; KUMAR; HWAG, 2006).

2.11.2.1 Extrato Vegetal

Existem estudos buscando alternativas econdmidasentes e ecologicamente
compativeis como a utilizacdo de substancias dgemrivegetal; ja que parte da literatura
sugere um bom potencial para o controle de ingBti#sS, 1992).

Vérias pesquisas sao desenvolvidas na area ddiidas quimicos sintéticos devido
a sua acao rapida e eficiente no controle de ladeamsetos; entretanto estes apresentam
desvantagens como alta toxicidade para mamiferos meio ambiente (ARRUDA;
OLIVEIRA; SILVA, 2003).

Plantas brasileiras ricas em 6leos essenciais mbmt&esquiterpenos abundantes como
nerolidol e farnesol, monoterpenos come B-pineno, carvona e geraniol e fenilpropanoides
como safrol, eugenol e aldeido cinamico sédo altewas interessantes para o controle de
larvas deA. aegypti(SIMAS et al.,2004).

Cerca de 80 extratos etandlicos de plantas perniagea varias familias foram
submetidos a testes bioldgicos para verificacdocatiadade sobre larvas da&. aegypti
(OMENA, 2001). Destes extratos testados foram demados ativos para larvas de
aegypti os da:Annona crassiflora(casca da raiz, madeira da raiz e cauke).glabra
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(semente)A. muricta(raiz), A. squamosdfolha, raiz e sementelperris sp(raiz), Erithrina
mulungu (casca do caule) Pterodon polygalaeflorugsemente). O extrato etandlico das
sementes d®. polygalaeflorusapresentou atividade elevada com uma DL90 de %88
(OMENA, 2001).

Trabalho avaliou 30 plantas do cerrado através mesppccdo de substancias
larvicidas. Das 30 plantas estudadaMagonia pubescens Paepalanthus speciosa a
Copaifera langsdorffii apresentaram potencial larvicida, contudo o Oleo Cibpaifera
langsdorffiifoi o larvicida botanico mais promissor para usacambate aé\. aegypti dentre
as espeécies de plantas avaliadas (SllevAl.,2001).

Fernandeset al. (2001) realizaram experimento com o objetivo daliay, em
condicbes de laboratério e de campo, o efeito izidatdo extrato aquoso de pimento-do-
reino. Tanto nos experimentos de laboratorio, quant campo, o extrato s6 obteve 100% de
letalidade na concentracdo de 1.000 mg/l. Nos dedtecampo, concluiu-se também que
guanto maior a concentracdo do extrato utilizadenonfoi a postura de ovos nas ovitrampas.

Os primeiros estudos fitoquimicos realizados peokar fracdes larvicidas ddagonia
pubescengoram realizados por Silvet al. (2004), onde foram realizados 5 bioensaios para
determinar Cko de Clgy em condigBes de laboratorio. Foi identificado 8,86,6 ppm,
respectivamente (SILVAet al., 2004). Arruda, Oliveira e Silva (2003) realizararabalho
com o objetivo de confirmar seu potencial e elucidase aspecto através de estudos
histologicos e histoquimicos. Trabalhou com o eattaruto da casca do caule da planta
Magonia pubescenso tubo digestivo das larvas de 3° estagio. Asrajbes toxicas foram
observadas principalmente a nivel do mesénter@arta de 4 horas de exposi¢cdo. Quanto
maior 0 tempo de exposi¢do ao extrato maior fofeit@nas estruturas internas das larvas
confirmando o potencial deste extrato e eviden@a®li mecanismo de agao.

Trabalho de Simast al. (2004) mostra a importancia da lipofilicidade eéepenos
para a atividade larvicida emi\. aegypti quando se compararam monoterpenos e
sesquiterpenos de estruturas correlatas. Tambénoldservada a menor atividade de
fenilpropandides contendo nucleos benzénicos gasugm substituintes nucleofilicos, como
hidroxila, metoxila e benzodioxola.

Trabalho de Furtadet al. (2005) mostraram que o 6leo essenciaVdaillosmopsis
arboreaBaker induziu a maior atividade larvicida, com Cld#15,9 mg/ml e CL90 de 28,5
mg/ml., enquanto o d®. gratissimum Lapresentou a menor atividade com CL50 de 95,80
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mg/ml e CL90 de 102,86 mg/ml. Com isso, os resalaohdicam que dentre os o6leos
essenciais avaliados, o 8k arborea sdo compostos por substancias com efeito laevicid
contraA. aegyptiFURTADO et al.,2005).

Trevisan et al. (2006) descrevem o0s resultados experimentais dizgdaales
anticolinesterasica e larvicida de extratos de @épécies do génerKalanchoe e de
flavondides glicosilados isolados do extrato aceth etila (AcOEt) d&. brasiliensis Das
trés espécies testadasKa brasiliensisapresentou os resultados mais satisfatérios, o que
justificou a selecdo do extrato ACOEt para o fraamento bio-guiado. O estudo do extrato
AcOEt, que inibiu a enzima em 100%, apresentansialteelo positivo em CCD e potencial
larvicida com DL50< 250 ppm, levou ao isolamentondatura dos flavonoides ativos: 3,7-
di-O-a-Lraminopiranosil 8-metoxiquercetina (9) e 3,7@raminosil 8-metoxikanferol.
Apesar de inibir a enzima acetilcolinesterase, stura destes flavonodides nao apresentou
atividade larvicida na concentracdo de 50 ppm (TFRWN et al.,2006).

A atividade inseticida d&lelia azedarach.. (Sapindales: Meliaceae) em insetos de
importancia agricola tem sido extensivamente adali€ontudo, a possibilidade de uso desta
planta no controle de insetos de importancia mééipmuco estudada. O extrato de frutos
maduros déVlelia azedaraché mais eficiente do que frutos verdes, para o olentte larvas
deA. aegypti (PROPHIRCet al.,2008).

Embora existam muitos relatos na literatura modtaa atividade inseticida de Oleos
essenciais, poucos discutem a relacao estrutureicaale bioldgica de seus constituintes. Do
ponto de vista comercial esta informacdo é imptetgoois a viabilidade econémica para a
obtencdo de um extrato é muito maior quando cordpaaauma substancia pura. Além disso,
grande parte dos trabalhos apresenta limitacdesypidizacdo em larga escala, em depdsitos
domiciliares, em virtude das altas concentracbesssarias.

2.11.2.2 Bactérias e fungos

Dentre os agentes de controle biologico em utifipagm todo o mundo, os bacilos
entomopatogénicos apresentam especial importaAcigrimeira mencdo a doencas em
insetos causadas por este tipo de bactéria entdog@peca data de 1902, quando Ishiwata,
no Japao, descreveu uma bactéria esporulante gsaveamortalidade em bicho da seda

(Bombix mor).
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Em 1911 na Alemanha Berliner descreveu o mesmodipbactéria atuando sobre as
tracas da farinhaApagasta kuhniellge, em 1915 a denominou Becillus thuringiensisEm
1977 e em 1983 ocorreram descobertas marcanteangplEram o espectro de utilizagdo dos
bacilos entomopatogénicos. No primeiro caso, GoleeMargalit (1977) trabalhando com
solos de Israel, encontraram uma estirpe Blethuringiensis, efetiva contra dipteros
(culicideos e simulideos) que logo chamou a atepgésua elevada poténcia larvicida e que
foi batizada com@acillus thuringiensis subesp.israelendHAS, 1992).

Produtos a base d®acillus thuringiensissdo comercializados ha mais de 50 anos,
com um mercado estimado em mais de 80 milhdes ldeed@ao ano (OPS, 1984). Previa-se
que esta utilizacdo poderia aumentar, seguindadéteia mundial de diminuicdo do uso de
inseticidas quimicos; na medida em que legislagi@eprotecdo ambiental mais rigorosas
fossem adotadas e produtos mais eficientes e bdsem sendo lancados e aprovados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OPS, 1984).

Vérios trabalhos ja foram escritos no Brasil sughyia efetividade dos produtos a
base deBacillus thuringiensigpara controle de larvas de culicidios nos maimstas habitats
e nas mais varias formulacdes (LAGO, 1986; SUAREZ7; ANDRADE, 1991; MELO-
SANTOS, 2001).

Segundo Luz (2001) existem diferencas significatima duracdo do efeito residual
quando comparadas formulagbes aquosas e granelgaexipalmente de marcas comerciais
diferentes. Além disso, a acdo da luz interferaiig@tivamente para reduzir este efeito
larvicida (LUZ, 2001; REGAZZI, 2005).

Polanczyk, Garcia e Alves (2003) acredita quBtiopode ser uma alternativa efetiva
de controle devido a vantagens como seguranca faumaraixo potencial de selecao de
resisténcia.

Pontesel al. (2005) mostraram a maior eficacia de duas aprasées de temefos
sobre outras apresentacdes comerciaiBatllus thuringiensis israelensisjesmo em uma
situacdo epidemiologica de longa exposicdo ao poo@ucom renovacao de agua dos
recipientes (PONTESt al.,2005).

Trabalho realizado no Ceara em 2006 mostrou queestad populacdes de mosquitos
experimentados apresentaram resisténcia ao tencefds;azdes de resisténcia variando entre
8 e 16. Esses achados reforcam as evidénciasaaesesobre a disseminacao de resisténcia
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ao temefos em diferentes localidades do Estado etides a grande presséo de controle nas
tltimas décadas (LIMAst al.,2006).

No entanto, segundo Dias (1992) existiriam, peloesgtrés causas que poderiam ser
imediatamente apontadas como fortes limitantes pardlizacdo dos inseticidas bacterianos
em grande escala. A primeira diz respeito aos sustinda elevados de producgdo, que se
refletem em custos de utilizagdo. Outra causa afmrpara a baixa utilizacdo é a sua
especificidade, o que para a preservacao do ambenima grande vantagem. E um terceiro
aspecto, também importante, é a baixa persist@ucigfeito larvicida dos produtos quando
usados em campo, devido a influéncias ambientscbmo temperatura, exposicdo ao sol,
excessiva renovacao de agua, dentre outras (DIER)1

2.11.2.3Copépodes

Nos ultimos anos foram realizados varios estuddsres® uso de copépodos
(Copepoda: Cyclopoidgecomo predadores de larvas Be aegyptiindicando que estes
animais teriam um potencial grande para o conttelsmosquitos em varias regides do mundo
(DIAS, 1992; SCHAPER; HERNANDEZ; SOTO, 1998).

No ano de 1989 estudo experimental em 26 provirdiad/ietnam foi descrita a
capacidade de predacéo Mi@socyclops (copepoda) micronecta (corixidad) beckers de
500 ml (NAM et al.,2000).

Estudo realizado em condi¢cdes de laboratorio nor&Ce@monstrou que quatro
diferentes espécies ddesocyclopsapresentavam potencial para serem utilizados como
alternativa de controle biolégico em alguns regéna@s domésticos (KAt al.,1992).

Foi realizado um levantamento das espécies de ©@dpémo Estado de Sao Paulo
com o0 objetivo de descrever as espécies existentes que apresentavam potencial como
predador de larvas d&. aegyptie albopictus Coletaram-se amostras de 11 reservatérios
naturais onde foi possivel identificar as seguirdgpécies de ciclopideoMetacyclops
mendocinus, Tropocyclops prasinus, Eucyclps spydos serrulatus, Eucyclops solitarius,
Eucyclops ensifer, Macrocyclops albidus var. allside Mesocyclops longisetus var.
longisetus Todas estas espécies tiveram seu potencial &ayjuGivaliado e esta capacidade
variou de zero a 97,3%, em condicbes de laboratéiespécie que apresentou maior
capacidade foi dMesocyclops longisetus var. longiseauem segundo lugar bMacrocyclops
albidus var. albidus A partir destes resultados o estudo sugeriu aqda 0s copépodes
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poderiam ser utilizados como controladores de mtsxem larvitrampas (SANTOS;
ANDRADE, 1997).

Schaper, Hérnandez e Soto (1998) realizaram irtqaépara identificar o género de
Copépode mais comumente encontrado em rios e lagaa€osta Rica e avaliar sua
capacidade predatdria para larvasddaegypti A espécie mais encontrada foM@socyclops
thermocyclopoidesjue se mostrou capaz de predar sete larvas porAtien disso, foi
possivel identificar que os copépodes lesionavataraas nos seus segmentos abdominais e
siféo respiratorio (SCHAPER; HERNANDEZ; SOTO, 1998)

Martinez-lbaraet al. (2002), entretanto, relata que no México a pagddaapresentou
uma certa rejeicdo por essa alternativa de controlevirtude dos organismos utilizados néo
serem tao atrativos e lembrarem “baratas”.

2.11.2.4 Peixes larvofagos

No controle de insetos vetores de doencas, tai® coatdria, febre amarela e dengue,
os peixes larvofagos vém sendo utilizados no mum@anuito tempo, principalmente nos
criadouros naturais destes insetos (OPS, 1984; B@0Al.,2004). Segundo Gerberigh al.
(1985), mais de 250 espécies de peixes ja foraiadies em laboratorio como alternativa de

controle de insetos no mundo.

Esta técnica teria sido introduzida pelos chined@snte no ano de 1905 e foi
utilizada por tribos indigenas da América Centraé pbservaram que nos depdsitos que
tinham peixes ndo existiam larvas. Essa talvezatesitio a primeira descricdo do uso de
peixes larvéfagos em larga escala para controlamas de mosquitos em depdsitos para
acumulo de agua (MOLLOY, 1924).

Alguns ictiologistas tém visto com preocupacéo iizatao de peixes em habitats
naturais, onde eles ndo sado nativos, em virtudepaksivel dano potencial para estes
ecossistemas. Quando se iniciou o uso de peixes @Eamtrole de mosquitos alguns
especialistas chegaram a desincentivar, pois aktmsdo para o0 ecossistema ele também
poderia esgotar os inimigos naturais dos mosq(iRo#’P, 1996).

Para a Organizacdo Mundial da Saude (2003) exislgnmas caracteristicas para
uma espécie de peixe ser considerada como potgranial controle biolégico. Destaca-se
preferéncia por predar larvas de mosquitos, sérdanho reduzido, ter o corpo alongado, ter
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agilidade, alta fecundidade, resistir bem ao trarispe armazenamento e ndo ser utilizada
comercialmente como alternativa para alimentacéeama (OPS, 1994).

Ha ainda como pré-requisitos de um bom peixe lag@fa preferéncia alimentar por
larvas, ser de pequeno porte, ter agilidade, ststemte ao confinamento, tolerante a altas
temperaturas e variados niveis de pH, ser encantfadilmente e apresentar grande
capacidade de locomocéo (VARGAS, 2003).

Além da capacidade larvéfagaé importante tambémustoc de aquisicdo, a
disponibilidade durante todo o ano, facilidade dproducdo em cativeiro, resisténcia as
condicbes ambientais, capacidade de esconder-smirdanos e predadores, resisténcia a

fungos e bactérias e acentuado dimorfismo sexusllLBRO et al.,2006).

Caracteristicas como agressividade, grande cobedar area alagada, tamanho
reduzido, olhos grandes e boca virada para cimanfotonsideradas caracteristicas para
peixes larvofagos (SHARMA, 1994).

Para se utilizar com éxito peixes larvéfagos colterraativa de controle biologico de
mosquitos deve-se conhecer, além dos fatores sitaalteriormente, sua biologia
(KOLDENKOVA; AVILA, 1991, HERNANDEZ CONTRERASet al., 2005). Segundo
Chandraet al (2008) para que se alcance um controle eficieateegavel € preciso além dos
fatores acima relacionados, conhecimentos sobeaxe @ ser Utilizado e sua interagdo com
outros organismos locais para evitar efeitos indeses.

O fato de serem utilizadas espécies locais ou @tsta diretamente relacionado as
condi¢cdes de cada pais. Acredita-se ainda quepasies nativas apresentam mais vantagens
devido adaptacdo as condi¢Bes locais. De certaaforsto sugere que caso as espeécies
exgticas se adaptem bem as condi¢Bes locais n&oidn@voblemas para sua utilizagédo, desde
gue ndo fossem introduzidos em reservatorios nat(M&ENG et al.,1985; OPS, 1994).

O controle de mosquitos utilizando peixes larvofage encontra entre os métodos
bioldgicos que menos causam danos ao ecossistesde due utilizados de forma adequada
e respeitando o ambiente e a diversidade bioldgaz (HERNANDEZ CONTRERASt al.,
2005).

Capacidade larvofagé a medida do numero de larvas consumidas pornuaseda

espécie de peixe no intervalo de 24 horas; enquaptiencial larvéfagmada mais é do que

a propriedade que alguns peixes possuem de inghuisua dieta estagios imaturos de
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mosquitos (HERNANDEZ CONTRERASt al., 2005). Ainda segundo esse mesmo autor,
bons peixes larvofagos avancam sob as larvas lagosgo percebidas nos reservatorio e
geralmente a capacidade larvofaga esta diretartigatia ao tamanho e sexo desses peixes.

Dentre os peixes larvofagos utilizados no mundg, iilimas décadas, destacam-se
algumas espécies de aquario tais como o peixe mos@eambusia affinijs e o Gulpe
(Poecilia reticulatd.

Em 1908 e 1928 Poecilia reticulatae oGambusia affinis (Guppigyespectivamente
foram introduzidos para o controle de vetores egurabs regides da india. Devido o seu
sucesso foi realizado estudo para identificar gelgeais com potencial larvofago (HAQ
al., 1993). Esse mesmo tipo de experimento foi repetmo varios outros paises
(JAYASREE; PANICKER, 1992; FLETCHERt al., 1993; GENEet al., 1999; BORDA,
REA; HUERTA, 2001).

Segundo Garciat al em algumas cidades Cubanas foram introduzitesiliasem
lagoas para controle d&ulex quinquefasciatus apos 2,5 meses ndo havia mais a presenca de
mosquitos e 0s peixes haviam se reproduzido sofeieente para que fossem removidos

para outros lugares.

Elias (1995) através de estudo em laboratoridzatitio larvas d€ulexde 3° estagio,
determina que @oecilia reticulatatem capacidade de predar 41 larvas por dia, \Goiantre
54,9 para fémeas e 27,0 para os machos. Esse nadororelata ainda que quanto mais
elevada a temperatura da agua, maior foi a capiidavofaga da espécie (ELIAS al.,
1995).

Dua et al. (2007) observaram diferenca significativa entreredacéo ddPoecilia
reticulata em agua potavel e poluida; podendo ser confirnsdivés da identificagcdo de
plancton no contetdo estomacal dos espécimens.

Senget al. (2008) em um experimento de campo realizado nob@dgia mostraram
que oPoecilia reticulatafoi capaz de reduzir a infestacéo Aleaegyptiem tanques e que o
uso dessa espécie foi bem aceito pela comunidadé, lconsiderando assim a estratégia
efetiva, eficiente e bastante promissora em virtlalado utilizacdo de larvicidas quimicos.

O Poecilia reticulatatambém foi avaliado em Cuba para uso em 458 tanque
acumulavam agua da chuva demonstrando bons resul{eBBERNANDEZ HERNANDEZ;
MARQUES PINA, 2006).
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Estudo realizado por Koldenkowd al. (1989) em Cuba demonstraram que mesmo
alevinos bastante jovens Beecilia reticulataforam capazes de atuar como biorreguladores
de larvas de mosquitos em ambientes naturais. Quatzalho realizado em campo no
municipio de Taguasco, Cuba demonstrou que essaieqmderia ser utilizada em tanques
gue acumulavam agua de chuva, sendo inclusive rhaitorecebido pela comunidade local
(HERNANDEZ HERNANDEZ; MARQUES PINA, 2006).

Lardeux et al. (2002) realizaram experimento em duas cidades alaéBia para
avaliar a possibilidade de controle de larvas dequibos por um periodo de 6 meses sem
intervencdes adicionais. A utilizacdo 8oecilia reticulatafoi considerada satisfatoria em
grande parte dos reservatoérios (lagoas e grandgs)mnde ele se adaptou rapidamente e
proliferava sistematicamente eliminando as laniafRkDEUX et al.,2002).

Os inseticidas utilizados comumente pelos prograteasontrole de vetores séo letais
para osPoeciliase este mesmo autor sugere o uso integrad®akzxilia reticulatacom
bioinseticidas como oBacillus thuringiensis israelensi$i-14, por apresentarem uma
toxicidade muito baixa Dig>100mg/litro (MITTAL; ADAK; SHARMA, 1994).

O potencial larvéfago de algumas espécies de pgieds ser diminuida na presenca
de outras prezas. Esse autor avaliou a capacidad@redacédo de larvas deulex
quinquefasciatugpelo peixePoecilia reticulatana presenca de larvas @hironomidae
(Insecta: Diptera e tubicicid worms(Tubificidae, Oligochaefa Utilizou aquéarios contendo
25 litros de 4gua e para cada lote de testesgetio® 20 vezes. O consumo de larvas (65-84)
variou de forma significativa (p<0,001) entre osixps de tamanhos diferentes e
principalmente naqueles depdsitos com a preserg@weas prezas (p<0,05). Esse mesmo
autor concluiu que mesmo apresentando potencigdfgo, oPoecilia reticulatamanifesta
baixa preferéncia alimentar por larvas@eex quinquefasciatugsso reduz sua capacidade
quando utilizado em reservatorios com a presencaowteas alternativas alimentares
(MANNA; ADITYA; BANERJEE, 2008).

Outra espécie que tem se destacado é o peixe nwgGambusia affinis O G.
affinis tem sido utilizado como alternativa de controleldgjico para mosquitos vetores da
malaria em éareas urbanas da india ha muito tempoemanto, até 1997 havia poucos
trabalhos que relatassem a verdadeira operaciagabzdo uso d&ambusiaem depdsitos
domiciliares.
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Em 1997, Sharma se prop6s a determinar a capacida@dicacia dGambusiacomo
controle de vetores em Varios tipos de depdsitoapuenulassem agua. Sua utilizagdo nao
mostrou-se tao eficiente em reservatérios comoagadvarris, tambores e drenos. No entanto,
foi observado que em tanques e pocos reduziu efb Bofensidade larvaria deofelineose
Culicideos apés a terceira semana da sua implantagdo (SHARMA,1997).

Dixit, Sachdeva e Varm#l981) experimentaram o uso d@ambusia affinisem
tanques construidos com diferentes materiais, thosame propor¢cdo de peixes distintas
chegando a conclusdo de que essa espécie podendiligada de forma efetiva nesses
depositos. Nesse mesmo trabalho ele identificosesetanques a presenca de diatomaceas,
euglenas, paramécios e acinarias; em um pH variamite 6 a 8.

Trabalho realizado por Bheeratal. (1982) comprovaram a capacidade@ambusia
affinis em grandes covas na Casuarina, principalmente iei@ac@es com a presenca de
poucas algas e incidéncia direta de luz solar. iBugjada nesse mesmo trabalho que o custo
dessa implementacdo seria desprezivel se a cordenidaal adotasse essa alternativa,
dispensando a visita mensal do agente sanitario.

Mathur, Rahman e Wattal (1981) realizaram um exrpamio para comparar a eficacia
da utilizagdo doGambusia affinissoladamente e em consoércio com o larvicida Temefd
Isoladamente os peixes mantiveram a reducdo larvdor 4 semanas. Essa reduzida
eficiéncia foi atribuida a grande quantidade detpk aquéticas, zoo-plancton, e a polui¢cdo
da agua. O experimento mostrou ainda que quanltiadtt em combinagédo com o larvicida
apresentava maior eficiéncia. Entretanto, sugeaali@acdo semanal de larvicida, devido a
grande poluicdo das aguas.

O Gambusia affinisque € nativo nos Estados Unidos tem sido intridduza América
do Norte e em regides sub-tropicais como alteragpara uso em controle de larvas de
insetos. Em algumas cidades dos Estados Unidosirdia sendo utilizado a despeito da
existéncia de outras espécies nativas de peixeasa fmma, Nelson e Keenan (1992) realizou
estudo buscando comparar o potencial de uso dce pdix géneroFundulus (familia:
Cyprinodontidag que se encontrava disperso nas lagoas da regidam&Gambusia affinis,
que havia sido introduzido ha varios anos em algur@goas. Ambas as espécies
apresentaram capacidade de controlar larvas de umasgndo mostrando diferencas
estatisticas significantes (NELSON; KEENAN, 1992).
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Outra espécie d&ambusiacom potencial larvofago é Gambusia holbrookiEssa
espécie foi utilizada no inicio do século tanto Hawai como nas Filipinas, sendo
considerada uma boa alternativa em consorcio coetr@ides. Na época foram utilizados
cerca 50 peixes/MfRODOLFOet al, 1997).

A dificuldade de estocagem dBambusia affinisna Califérnia, devido a baixa
temperatura da agua e a limitacdo dessa espédseafaor ambiental tem favorecido a
utilizacéo da espéci®rthodon microlepidotusia proporcdo de 5 a 16 peixe$(@ECH Jr;
LINDEN, 1987).

Na Nicaragua, além das espéci@ambusia affinise o Heterandia formosaambas
encontradas largamente em lagos e lagoas da régji&ilizada a espéciBoecilia sphenops
(conhecida localmente como Olomina), que se mastragtante resistente ao transporte entre
regides. Essa espécie apresentou uma grande \amacitiegando a comer em torno de 200
larvas, reproduzindo-se com grande facilidade eservatérios naturais. Molloy destacou
ainda o fato de os técnicos locais colocarem asepeem aquarios para demonstracéo, fato
esse que aumentou significativamente a aceitacgopmldacdo (MOLLOY, 1924).

No inicio da década de 70, Legner e Medved (19&<tatam algumas espécies do
géneroCyprinodon para que fossem utilizadas em substituicddsambusiaem algumas
regides, sugerindo a utilizacao de quatro fémegsqaala macho.

O Aplocheilichthys normaniapresenta preferéncia por se alimentar, em ordem
decrescente, de larva&edes Anophelese de Culex tendo sido considerado com bom
potencial para controle de larvas de A. aegyptipaises da Africa Ocidental (ROMAND,
1985).

Foi esclarecido que 0 uso de espécies nativas odbharias fuscusia Costa da China
em depdsitos para acumulo de agua foi capaz dezireduinfestacdo peld\. aegypti
apresentando-se uma estratégia custo-efetiva. Eaisalho sugere ainda que o uso de
espécies nativas pode apresentar melhores resuleadovirtude da melhor adaptacédo dos
peixes ao clima e condi¢cbes da regidao (OPS, 1994).

Posteriormente, esse mesmo autor desenvolveu wishoesxperimental de campo em
oito cidades da Costa para avaliar seu potenciaitiizacdo em larga escala. O estudo foi
feito entre os anos de 1981 e 1982 e foram colacpdixes em 1324 depdsitos, com 1408
servindo como controle. Nao foi encontrada nenhdamga nos depositos com peixes,
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enquanto nos depdsitos controle foram encontra8aoeh larvas de mosquitos, gerando um
indice de infestacdo de 3,5%. Neagal. (1987) sugeriram ainda que o uso de peixes
apresentava um custo 15 vezes inferior a utilizagioontrole quimico tradicional.

Nenget al. (1987) desenvolveram um estudo no sentido derdetar a capacidade
predatoria da espédiglarias fuscugChinese cat fish) e seu potencial para utilizagédarga
escala, ja que esta espécie encontrava-se ampkamistribuida na regido e mostrava-se
bastante resistente a concentracfes de cloro demaggl. Um espécimen pesando entre 4 e 6

gramas foi capaz de predar 227 larvas de 4° estagi®4 horas.

Foi realizado um estudo na regido de Kerala, naajnohde foram coletados 34
espécies para serem testadas quanto ao seu pbtandéago. Destas espécies apenas 10
(Macropodus cupanus, Ophiocephalus striatus, Tilapiassanbica, Anabas testudineus,
Etroplus maculatus, Etroplus suratensis, Trichogastricopteros, Amblypharyngodon
microlepis, Aplocheilus lineatus e Osphronemus gyeapresentaram potencial larvéfago
significativo. Os peixes foram coletados de amilggnnaturais (lagos e canais) e
acondicionados separadamente em laboratorio pansatacao por um periodo de 24 horas.
Em cada balde foi colocada 1.000 larvas de 4° iestagplantas para servir de esconderijo
para larvas e um espécime do peixe a ser testgulis 24 horas as larvas eram retiradas e
contadas. A espécie com maior capacidade preddtiria Tilapia mossambicaom 512
larvas demansoniae o0 menor foi Amblypharyngodon microlepsom 118 larvas. Entretanto
guando foi dividido a capacidade predatéria pelsope tamanho o maior consumo foi do
Ophiocephalus striatugom 354 larvas/grama de peixe/dia e em segunditacropodus
cupanus com 231 larvas/grama de peixe/dia. Tichogaster trichopterosapresentou
capacidade de predar 139 larvasCddex Jayasree e Panicker (1992) sugeriram que a espéci
Macropodus cupanuf®i a mais indicada como agente biocontroladoladeas deMansonia
nesta regi&o da India.

Outra espécie de peixeAphanius dispar (Cyprinodontida&) encontrado na Africa,
Arabia e Golfo Pérsico. Tolera elevadas tempersfwainidade e poluicéo e é onivoro, com
destacada preferéncia alimentar por larvas de ass€uando adulto apresenta tamanho
variando entre 3,2cm e 5,2cm e pesa 0,6g a 1,%zdpalhos de Fletcher, Teklehaimanot e
Yemane (1992) mostraram que essa espécie é caparedar cerca de 207 larvas de
Anophelespor dia. Este mesmo autor comprovou a efetividdeeseu uso em pocos e
cisternas, reduzindo a infestacdo de 3,8% para .0,B#dretanto, foram utilizados
aproximadamente 20 peixes por depdsito, sendo swt@sima reposicdo mensal de 30% dos
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peixes (FLETCHER; TEKLEHAIMANOT; YEMANE, 1992). Fr&kel e Goren (1997)
mostrou ainda que essa espécie sobrevive a vasialgeemperatura da agua entre 18° e
37°C, com uma pequena diminui¢do da reproducaextosmos de temperatura (FRENKEL;
GOREN, 1997).

Em virtude desse sucesso do uso de algumas espéqgesxes larvéfagos Haay al.
(1993) realizaram um levantamento dos peixes eniteem outra regido da india que
apresentavam potencial para uso em controle deegetd captura ocorreu nos anos de 1986
e 87 em todos os rios e lagoas da regido. Foraatadals 35 espécies. Embora 24 das 35
espécies capturadas se alimentassem de larvagsmmdib foram recomendadas devido ao
tamanho e capacidade de adaptacédo aos depositaslidoes. As espécies que apresentaram
maior potencial larvéfago foram Ghela bacaila, o Puntios stigma, Rasbora daniconius
Colisa fasciatus e o Danio spodos variando entre 2,5 a 6 centimetros de congorto.
Todas as espécies diminuiram a capacidade de pedag@ndo foi introduzido plancton nos
depositos e algumas apresentaram predilecdo pamadgtagio larvar. No periodo invernoso
a predacao decresceu para todas as espécies, ddvaia temperatura das aguas e nenhum
deles apresentava caracteristicas de canibalisue ¢avorecia seu armazenamento (H&Q
al., 1993).

Foi realizado por Fletchet al. (1993) na Etiépia estudo entre os anos de 19&®e 1
com 0s mesmos objetivos de Haqg. Todos os reseiamtdaturais, tanto permanentes como
temporarios foram investigados. Foram identificatlhsespécies larvofagas, das quais 5 ja
haviam sido reportadas anteriormente. As espécesnfAlestes affinis, Aplocheilichtys
antinorii, Alestes macrolepidotus, Aphanius dispakplocheilichtys loati, Epiplatys
spilargyreius, Micralestes sp., Nannaethiops umitatis, Nothobranchius sp., Oreochromis
niloticus, Oreochromis spilurus spiluru$odos foram eficientes predadores de larvas de 4°
estagio deAnophelesem condic¢des de laboratério. A média de larvadattas foi calculada
em 4 dias consecutivos. Embora todos tenham seadoseficientes predadores, situacdes
como a presenca de plantas aquaticas diminuiriaenaapacidade em condi¢des naturais.

Segundo experimento realizado por Sharma, nos deod978 a 1980, foram
estudadas 28 espécies de peixes encontrados ni@ cideHaryana, que poderiam apresentar
potencial larvofago. Eles foram agrupados de aceao o comportamento e a area que
ocupavam dentro da agua; além de algumas caréicisiomo; tamanho, olhos bem
desenvolvidos e posicdo da boca. Foram classificagono predadores de superficie,
proximos a superficie, toda a area e predadordgndi®. Dos 28 peixes estudados, 8 foram
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classificadas como predadores moderados de lareasas 16 espécies apresentaram baixa
ou nenhuma voracidade a larvas de mosquitos. Apdces que apresentaram alto potencial
para serem predadores de larvas de mosquitos fordmantios ticto, Colisa fasciata,
Aplocheilus panchag& Rasbora daniconiu6SHARMA, 1994)

Takagi et al (1995) testaram na Costa da Indonésia as espédigsas spe
Ophiocephalus spem tanques de psicultura. O melhor resultado fiseovado com as
Tildpias sendo capazes de reduzir 95% da infestdedtarvas de mosquitos. Esse autor
sugeriu ainda que fosse monitorada a sobrevivétas peixes mensalmente e destacou
também o baixo custo dessa alternativa.

Kumar et al. (1998) estudou a possibilidade de uso em consdatoidacillus
thuringiensis israelensie da espécie de pei¥plocheilus blockna india Foram utilizados
mais de 60.000 peixes em 2.556 pocos, 173 tangeiegahde volume e em 7 fontes e
piscinas; com uma proporcdo média de 5 peixedénarea. A infestacdo no periodo estudado
entre 1994 e 1995 decresceu significativamenteusocodoBti em consoércio com o peixe
Aplocheilus blockeontribuiu para uma reducdo mais acentuada daagiss.

A partir de um convénio do Instituto de Medicinafical Pedro Kouri com o Centro
Nacional de Parasitologia e Enfermidades Tropidaié\rgentina, no ano de 1998 foi possivel
identificar trés espécies de peixes autdctones rgemina que apresentaram elevada
capacidade predatéria em condi¢cbes de laboratAscespécies testadas foramAstyanax
bimaculatug25 a 65mm), d?yrrhulina australis(62mm) e cGymnogeophagus australi28
a 59mm). Estas espécies foram capazes de predamdmia de 655, 184 e 285 larvas,
respectivamente (GEN& al.,1999).

Russel demonstrou em condigbes de laboratorio dadei de Queensland que o
Craterocephalus stercusmuscarumdo apresenta bom potencial para ser utilizado como
alternativa de controle biol6gico devido principalme a pouca capacidade de sobrevivéncia
ao transporte entre duas areas distintas. Os duevdem a esse transporte ndo ultrapassam
17 dias no laboratoério, impondo limitacdes opena&i® a utilizacdo desta espécie. Ja o
Melanotaenia s. splendidapresentou bom potencial predatério demonstrandouse
promissor agente de controle bioldgico de larvapegos (RUSSEL, 2001).

Na cidade de Corrientes, também na Argentina, daiizado experimento com o
mesmo objetivo, de identificar peixes autdctonegazas de predar larvas de mosquitos
(Gymnogeophagus brasiliensis o Cheirodon piaba A cada dia de experimento se
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aumentava o numero de larvas concluindo no finaltdsetes que a espécie brasiliensis,
gue media aproximadamente 118 milimetros foi cafmpredar uma média de 630 larvas;
enquanto a espécie. piaba(20 mm) predou apenas 27 larvasQldex por dia (BORDA,
REA; HUERTA, 2001).

Em algumas cidades Mexicanas, em virtude da inténtia no fornecimento de 4gua
€ necesséario seu acumulo em tanques de cimentta esa, Martinez-lbarat al. (2002)
desenvolveram um estudo no sentido de testar m@atdarvofago de peixes nativos nesses
reservatorios. Foram testadas 5 espécies de pedxemntrados facilmente na regido:
Lepisosteus tropicus (Lepisosteiformes: LepisoagidAstyanax fasciatus (Cypriniformes:
Characinidae); Brycon guatemalensis (Cypriniformekaracinidae); Ictalurus meridionalis
(Cypriniformes: ictaluridae) e Poecilia sphenopsyf@nodontiformes: Poecilidge Foram
utilizados 1L. tropicus, 10 A. fasciatus 10 B. guatemalensjs10 P. sphenopse 2 I.
meridionalis para cada tanque, sendo repostos quando morriamneahum tanque com
peixe foi detectado a presenca de larvas, com ofeatdacdo meédia nos tanques controle de
80% (MARTINEZ-IBARA et al.,2002).

Na Somalia, trés espécies de peixes larvofagamfatescritas, entretanto o mais
comum é da familia das Tilapiagdyeochromis spilurus spilurug-oi realizado um trabalho
para determinar a resisténcia dessa espécie apeckua capacidade larvéfaga em condi¢des
de laboratério e em campo. Apés um periodo de 3utws de exposicdo ao cloro com
concentracdo de 1,5 e 2,0mg/L os peixes mostragabastante “irritados” e apds 2 horas a
letalidade foi de 100% na concentracao de 2,0nghh.3 horas a concentracdo de 1,5mg/L
também foi 100% letal. Nos testes de predacédo, amdigdes de laboratério, a média de
predacao foi de 90%, variando entre 83% e 99%. pitte de campo foram introduzidos
peixes em 25 tanques e a maior reducao foi de 78@¥imero de larvas e a menor foi de
16,5% com uma média de 52,8%. Os peixes testademvgnm entre 24 e 34,1 gramas.
Quando esse mesmo autor avaliou a receptividadeonanidade local ao uso de peixes
como alternativa de controle para mosquitos obsewna aceitacdo de 83% (MOHAMED,
2003).

No Brasil, segundo o artigo 13 da portaria n°® 9.dé 29 de dezembro de 2002 e
portaria n°® 518, de 25 de marco de 2004, os degsagite acumulam agua devem conter, apos
uma desinfeccdo, um teor minimo de cloro residued de 0,5mg/Litro, sendo obrigatoria a
manutencdo de no minimo 0,2mg/Litro. O teor maxukeocloro residual livre deve ser de
2,0mgl/Litro. A Companhia de Agua e Esgoto de Fertlrealiza anualmente coleta de agua
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em varios pontos da rede de abastecimento paregd@ldo cloro residual. Dados de 2007
revelam que em 8.000 amostras analisadas a vardgé&doro foi de 0,55 a 1,83mg/L
(CAGECE, 2007).

Na regido Oriental do Mediterraneo, em aproximaddene20 paises, foram
identificadas espécies nativas com potencial parens utilizadas como alternativa de
controle biolégico de larvas de mosquitos destawaed 0 Aphanius dispar, Aplocheilus
panchax, Aplocheilus blockii, Aplocheilus lineattigthobranchius patrizii, Nothobranchius
cyaneus, Nothobranchius guentery, Nothobranchiugral@pis, Oreochromis spilurus
spilurus, Oreochromis niloticus, Oreochromis zjlRuntios ticto, Puntios sophore, Rasbora
daniconius Além destas espécies, alguns peixes exoéticoanfararoduzidos como o
Gambusia affinis, Gambusia holbroakp Poecilia reticulata

Segundo Vargas (2003), na Costa Rica alguns petleesfamilia Poecilidae,
Cyprinidae, Cyprinodontidae e Cichilidaém sido utilizados. Os géneros mais comuns Sao
Gambusia, Tilapia, Poecilia, Fundulus, Gasterostelugcania, Aphanius e Panchakm
plantacdes de arroz @ambusiatem sido a espécie mais utilizada devido a faauiléd de
adaptacdo em uma grande variedade de habitats guensalobra, temperaturas variando de
muito baixas até 35°C, pouco teor de oxigénio erfmocom facilidade. A partir de capturas
nos lagos da regido observou-se outra espécitrjapichthys annectens (Poecilidagle
demonstrou capacidade larvofaga de predar entre 8® larvas num periodo de 1.3 a 2.4
minutos. OPoecilia gilli (Poecilidae) é uma das espécies de peixes mais comuns na Cost
Rica e a partir de testes de laboratorio determg®gue esta espécie seria capaz de predar
até 75 larvas em menos de 15 minutos (VARGAS, 2003)

Trabalho com 0 mesmo objetivo foi realizado nolsmka por Kusumawathiet al.
(2006) onde foram identificadas 25 espécies deegedx cinco grandes rios. Apos avaliacdo
da capacidade larvofaga apenas 12 espégsdheilus dayi, Danio malabaricus, Esomus
thernoicos, Carra ceylonensis, Oreochromis nilatic@reochromis mossambicus, Poecilia
reticulata, Puntius bimaculatus, Puntius fialment®sPuntius vittatus e Rasbora danicofius
se mostraram predadoras de larvas de AnofelineogutOr sugeriu ainda que mesmo
apresentando capacidade de predar larvas seriggssaeios a realizacdo de ouros trabalhos
para avaliar o potencial pratico de utilizacdo desespécies no controle de larvas de
mosquitos em rios (KUSUMAWATHIEt al.,2006).

Trabalho realizado no Ceara (2006) com mais de0B69larvas, em condicbes de
laboratorio, mostrou que as espécies de pBeta splendens, Trichogaster trichopteros
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Astyanax fasciatysPoecilias reticulatae Poecilia sphenopsapresentaram bom potencial
larvéfago com destaque pardetta splendens Trichogaster trichoptero§CAVALCANTI,
2006)

Estudo realizado na Australia mostra que o uso €igep € bastante eficiente,
entretanto quando esses peixes foram utilizadosog®orcio com o larvicida Vectolex WG
(Bacillus sphaericus) os resultados foram melhgregs ndo permitiram a recolonizado de
insetos nos reservatorios (HUREMal.,2006).

Howard, Zhou e Omlin (2007) testou, em condicoesaiBpo, a espécfereochromis
niloticus (Perciformes: Cichlidae) (formely Tilapmilotica). Os peixes foram introduzidos
em tanques abandonados a 1.880m de altitude esdépaeis meses foi avaliado o niumero
de larvas presentes nesses tanques e em outipadatdl como controle. Apds 15 semanas 0s
peixes foram capazes de reduzir em 94% de larvAsidgheles gambie Anopheles funestus
e, mais de 75% deulicideos Esse mesmo trabalho relata uma grande aceitaegda técnica
pelas comunidades rurais do Kenya, em virtude dessa, uma espécie comum na regiao
(HOWARD; ZHOU; OMLIN, 2007).

Quatro espécies de peixes apresentam bom potdarsi@fago, com destaque para o
Betta splendes Poecilia reticulata(RAISAH; RAMLI, 2007).

O Ochthera chalybescermo predador natural de larvas e pupas de maosqeiih
condicdes naturais, ndo sendo capaz de predarsapsioaos (MINAKAWAet al.,2007).

Na Califérnia foi descrita a espécie natikeroyo chub,com potencial viavel para
utilizagdo em programas integrados de controle etergs em areas alagadas nos Estados
Unidos (VAN DAM; WALTON, 2007).

Trabalho de Kusumawathet al. (2008) realizado no Sri Lanka comparando o custo-
efetividade do uso do peixBoecilia reticulatae o larvicida Temefés para controle de
anofelineos em barragens de rios mostrou que ad#émedalcao significativa da densidade
larvaria o uso dos peixes foi 2,67 vezes mais bagae o do larvicida. Esse mesmo autor
conclui ainda que caso a populacao local se envaiva as acdes de controle utilizando
peixes larvofagos esse custo poderia ser bastdieido (KUSUMAWATHIEet al.,2008).

A maior parte dos trabalhos realizados em condigéesampo foram registrados para
uso no controle da malaria, evidenciando ndo sea astratégia nova, porém um pouco
esquecida. Desta forma, Ghosh al sugerem que o0 uso de peixes seja feito de forma
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associada a outros métodos, tornando-o mais efefildon disso, sugere ainda que em
ambientes naturais sejam utilizadas técnicas dearefeenciamento para facilitar a
supervisao onde foram inseridos os peixes (GHOSkEH) 2007).

2.11.2.5 Qutras alternativas

Varios organismos foram testados como potenciais ggo em programas de controle
de vetores na India, tendo sido identificados Nédeds: Romanomermis culicivorax,
Romanomermis muspratti, Romanomermis iyengamgos: Coelomomyces, Lagenidium
giganteum, Metarrhizium anisopliae, Entomophthoeatduens, Culicinomyces clavosporis
Protozoarios:Nosema algerae, Pleistophora culicis, Stempellilenni (RAJAGOPALAN,
1981).

Consoli et al. (1984) avaliaram a capacidade predatoriaH#obdella triserialis
lineata (Hirudinea: Glossiphonidak sobre ovos, larvas e pupas Aledes fluviatise Culex
quinquefasciatugm condi¢cdes de laboratorio. Determinou a infligma presenca desses
hirudineos sobre o comportamento de oviposicadétasas das duas espécies de mosquitos.
Foi observada predacéo de larvas e pupas das sjpgdeas de dipteros e foi estatisticamente
significante a diminuicdo das desovas em deposibos a presenca destes organismos, no
caso daCulex(CONSOLlIet al.,1984).

Existe susceptibilidade doAedes ao parasito Romanomermis culicivorax
principalmente nos estagios larvarios mais novas. é&perimentos realizados tanto de
laboratério quanto de campo, sugerem que esteitgapasleria constituir um bom candidato
para ser utilizado no controle biologico de@des(SANTAMARINA MIJARES; PEREZ
PACHECO; MARTINEZ 2000).

O uso de sapos e girinos para conroles de larvasodquitos mostra-se ainda pouco
explorado no mundo. Esses animais sédo parte inmpertie ecossistemas aquaticos naturais e
como predadores e/ou competidores de varios outarganismos aquaticos
(RAGHAVENDRA; SHARMA; DASH, 2008).

No México foi avaliada a utilizacdo de alternatidgscontrole biolégico, entretanto os
organismos utilizados como os odonatas, copépoties@teras ndo foram bem aceitos pela
comunidade por ndo serem considerados familiaée®sJpeixes pareciam ser aceitos sem
restricdo e foram utilizados por iniciativa da prapopulacdo (MARTINEZ-IBARAet al.,
2002).



57

Por outro lado parece promissor 0 uso de armadiftzas modernas que possam gerar
informagfbes mais precisas. Destaca-se o MI-Denggecqnsiste em uma armadilha para
captura de fémeas gravidas Ae aegyptiassociada a sistemas informatizados de coleta,
transmissdo e acesso das informacdes de campopas gaorreferenciados em tempo real
(EIRAS; RESENDE, 2009).

Considerando os padrdes epidemioldgicos do denguaumdo e particularmente no
Brasil, aponta-se para necessidade de avancarsemwdvimento de novas ferramentas e
estratégias de prevencao e controle da doenca HIRK et al.,2009). Considerando ainda
gue um controle efetivo de vetores ndo pode depatelem sé método, mas sim, dispor de
varias alternativas adequadas a realidade locab (@895; BRAGA; VALLE, 2007). Desta
forma e, em virtude da necessidade de busca dealt@s de controle buscou-se avaliar a
possibilidade do uso de algumas espécies de pamxegagos em depodsitos domiciliares para

controle de larvas d&. aegypti
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

* Avaliar a eficacia do uso de peixes larvofagos emoditos domiciliares como alternativa
de controle biolégico de larvas e aegypti

3.2 Especificos

e Avaliar o padrdao de oviposicdo de fémeas gravidasAd aegyptiem depositos
domiciliares com a presenca de peixes larvéfagos.

» Identificar a sobrevivéncia de espécimes dos pddetta splendens Poecilia reticulata
a trés diferentes concentracfes de cloro na agua.

» Descrever a efetividade do peiBetta splendenpara o controle dé\. aegyptiem
reservatorios domiciliares do municipio de Fortalez
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos gerais

Esse trabalho foi desenvolvido em trés etapas.uas grimeiras foram realizadas no
Laboratério de Entomologia do Departamento de S&mi®unitaria da UFC e a terceira
etapa, em condicbes de campo, acompanhando as de&esvolvidas pelo Programa
Municipal de Controle do Dengue em Fortaleza.

No Laboratdrio de Entomologia, a temperatura méaliae 28 + 8C, umidade 80 *
5% e fotoperiodo de 12h. Os peixes utilizados,magoimo todas as larvas de aegypti,
foram mantidas nesse laboratério no periodo deizegdlo dos testes. Durante o0s
experimentos, os mosquitos foram alimentados dmeemde, utilizando-se codornasdathura
maculosa),como fonte sanguinea, e agua com acucar. Forapeita$os as normas de
seguranca para o laboratério de entomologia.

4.2 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica parnpegmentos com animais da
Universidade Estadual do Ceara sob parecer n° @9864 (ANEXO 1).

4.3 Padréo de oviposi¢cao em depdsitos com peixev@dagos

Material/instrumentos

Utilizou-se uma balanca digital da marca GEHAKApdalo BG 200VP com
capacidade maxima de 200 g, minima de 0,025 g €0@%+0y. Para medir os peixes foi
utilizado um paquimetro. Para esses testes fizadh uma gaiola telada com & de area,
tentando simular condi¢bes de campo (figura 6).
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Figura 6 - Gaiola

Peixes utilizados

Foram utilizados peixes adultos coletados em cuszb naturais e, posteriormente,
submetidos a uma quarentena de 15 dias em aquénds, foram alimentados com racao
adequada.

As espécies avaliadas for@etta splendenfRegan, 1910)Trichogaster trichopteros
(Pallas, 177Q) Astyanax fasciatugCuvier, 1819) Poecilia sphenopgCuvier, 1846) e
Poecilia reticulata(Peters, 1860); todas utilizadas em municipiosetegs como alternativa
de controle biolégico para larvas Aeaegypti(Linnaeus 1762) (CAVALCANTI, 2006).
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Desenho

Realizou-se um teste preliminar para identificaxeténcia de diferenca na postura
dos mosquitos na presenca dos peixes larvofagesaN®imeira etapa, foram utilizados 50
mosquitos e seis aqudrios. Os mosquitos foram feaehes para essa gaiola utilizando
capturador de succdo (MARCONDESal, 2007).

Para cada ensaio, foram utilizados os seis aq&eéndo trés como testes (com peixe)
e outros trés como controles (sem peixes), caddeles com 15 litros de agua desclorada e
uma palheta de eucatex para postura dos ovos pEsssdimento foi repetido trés vezes, em
semanas consecutivas, para cada uma das cincaesspepeixe (figura 7).
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Figura 7 - Esquema de distribuicdo dos aquarios da ga®tastes

Ao final de cada semana, as palhetas foram rasradsubstituidas por outras novas
(figura 8).

Figura 8. Palheta de eucal
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Posteriormente, foram selecionadas, dentre as @spécies, as que apresentaram
maior € menor potencial de repelir fémeas gravidkag\. aegyptie seguido o protocolo
abaixo:

* 100 mosquitos e oito aquarios com palhetas de exoaiatro deles com peixes (teste) e
guatro sem peixes (controles). Esses aquarios, €osem peixes, foram ordenados
semanalmente de forma alternada (PAMPLONA, mét@aopublicado).

» Para cada uma das espécies de peixe foram reaizatensaios separadamente (figura
9).

Ensaio 1

Ensaio 2

Ensaio 3

Ensaio 4

Ensaio 5

Ensaio 6
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Legenda:
Palhetade eucatex N Peixes [Gige®  Aquario

Figura 9 — Disposicdo dos aquarios durante os sete ensamsgcutivos para cada espécie de
peixe.

Ao final de cada semana, os depdsitos foram resradfoi feita a contagem de ovos
nas palhetas, com auxilio de um microscépio entégicd, além da contagem das larvas que
porventura existissem.
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Andlise dos dados

A técnica utilizada para avaliar a diferenca detyrasda primeira fase foi o indice de
Atividade de Oviposi¢cédo (IAO), que, segundo KrareeMulla (1979) é uma medida para
conhecer se as fémeas de mosquitos gravidas sa@munfluenciadas pelo tratamento
(presenca de peixes). Segundo o IAO valores iguaeso indicam que ndo ha diferenca entre
teste e controle, enquanto valores maiores queigditam que ndo ha repeléncia por parte
dos mosquitos. Essa técnica foi validada por Vam BaValton (2007).

Na segunda fase, foi repetido o IAO e foram congmsamedianas, amplitude e
quartis do numero de ovos. Foi utilizado o test¥ileoxon para comparar os dois grupos. A
mediana do numero de ovos foi comparada ao longosdmanas utilizando-se o teste de
Kruskal-Wallis. Foi utilizado o software STATA, &0 9.2 (Stata Corporation, College
Station, USA).

4.4 Sobrevivéncia dos peixd3etta splendens e Poecilia reticulata ao cloro

Material/instrumentos

Foram utilizados tambores com capacidade par#ré® te agua, contendo 35 litros.
Os mesmos permaneceram tampados durante os exmesniiggura 10).
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2,11/04/2009)

Figura 10— Tambores utilizados para os testes de resistéoctloro

Desenho

Os peixes foram submetidos a trés diferentes ctrag@es de cloro (1,00 mg/L, 1,50
mg/L e 2,00 mg/L) e submetidos as concentracdeslate por meio de exposi¢do direta
(MEDEIROS; VASCONCELOS; CALAZANS, 2007).

Para a primeira concentracdo foram realizados ltigés de experimentos com 30
testes (com cloro) e cinco controles (sem cloro)ada um. Na concentracdo de 1,50 mg/L,
foram utilizados quatro lotes com 30 testes e cowaroles e, para 2,00 mg/L, cinco lotes
com 30 testes e cinco controles (QUINTANS, 28p8dPAMPLONA, 2008).

Em cada tambor tinha apenas um espécime de peige experimentos foram

realizados, separadamente, para cada espéciedav@izexo B).
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Descricdo dos procedimentos

As concentracbes de cloro foram obtidas adiciooa®d hipoclorito de calcio
comercial 65% a estoques de agua destilada. Pathegmr a concentracdo desejada, foi
utilizada a seguinte formulx = 35L x [ ] x 100,0%/ 65, ond¥ € a quantidade de cloro que
deve ser pesada, em mg, para ser dissolvido entr@ de dgua destilada. Apds adicdo do
cloro foi agitado o deposito garantir uma concexdtoa uniforme da mistura, conforme
descrito por MEYER (1994).

Analise dos dados

Para avaliar a sobrevivéncia dos peixes nas difeseconcentracdes de cloro, foi
estimado o intervalo de confianca (IC) para cadaceotracdo. Essa diferenca de
sobrevivéncia foi medida por analise de variancia.

4.5 Utilizac&o do peixeBetta splendens em condicfes de campo

Local de estudo:

Cidade de Fortaleza com populacao de 2,5 milhddsab#antes e clima tropical. O
bairro onde ocorreram os experimentos, “Servilaghtesentava temperatura média variando
entre 26°C e 27°C e umidade relativa do ar de 81%80t Esse bairro foi escolhido por
apresentar descontinuidade no fornecimento de ggrsando a necessidade da populagédo de
possuir Varios reservatorios para armazenament@gd@ e porque existia uma grande
proporcao de depdsitos nos quais havia sido wditigaspéecimes do peife splendenpara
controle das formas imaturas Aoaegypti

Desenho do estudo, coleta de dados e o Programiiphlrde Controle do Dengue (PMCD)

em Fortaleza

Na época do estudo o Programa Municipal de ContlaleDengue (PMCD), em
Fortaleza, utilizava o larvicidBacillus thuringiensis israelensis (B3 (0,02g/L) em todos
os tipos de depdsitos domiciliares com agua. OrBrog Nacional de Controle do Dengue
(PNCD) recomendava que as visitas domiciliares atamento dos depdsitos, que nao
pudessem ser eliminados, fossem a cada 60 diasseismiclos anuais (BRASIL, 2009), mas
na pratica em Fortaleza esses ciclos ocorriam @rvalos que variavam de 60 a 90 dias. Em

depositos com volume superior a 200 litros, priakigente, tanques e caixa d’agua eram
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utilizados espécimes d& splendensguando o responsavel pelo domicilio permitia.gérde

de endemias explicava que o programa estava calocam depdsitos de grande volume, um
peixe que comia larvas do mosquio aegyptie perguntava ao responsavel se ele aceitava
gue este peixe fosse colocado em depdsitos desia@mcia. Nas caixas d’agua era utilizado
um conector para que o peixe ndo passase pelo cano.

Figura 11 — Conector utilizado nas saidas de agua das odixgsa.

Foi realizado um estudo com base nos dados sedomgaoduzidos pelo PMCD a
partir das atividades de campo realizadas no perdedoutubro de 2002 a abril de 2003. Na
visita inicial os depdsitos foram tratados com pdx splenden®u com oBti, constituindo-
se 0s dois grupos do estudo, o grupo Peixe e mdtip Posteriormente foram realizadas
mais 2 visitas, a primeira no decorrer do 3° e 43,me a segunda entre 0 5° e 6° més de
observacdo. Nestas visitas foi avaliada a permamélocpeixe e condicdo de infestagdo dos
depdsitos pelas formas imaturasAlcaegypti Aqueles que se encontravam infestados foram
tratados novamenteB{i ou B. splendens e censurados. Os depdsitos que receberam o
peixe foram também censurados quando os mesmos esreomtrados sem a presenca do
peixe. Foram registradas a data da visita iniceldata das duas visitas de acompanhamento.
Os dados foram coletados por cinco agentes de easleto Programa de Controle do
Dengue, da Secretaria de Saude do Municipio d@lEpa. Foi avaliada a eficacia do peixe
B. splendeng a efetividade do uso desses peixes larvofagodpéCD.

Caracteristicas dos depdsitos

Na primeira visita foram registradas informacdesrea dos depdsitos tratados
referentes ao tipo do depdsito (tanque ou caixguda de material (alvenaria, concreto,
amianto, plastico, metal ou fibra de vidro); lozaéo (dentro ou fora do domicilio); volume
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(calculado a partir das dimensfes do depoésita)reakkém relacdo ao solo e a presenca ou
auséncia de coberta.

Determinacado da infestacao

A infestac@o nos depositos foi determinada atraléencontro das formas imaturas
do vetor. Os depésitos foram inspecionados conmxdiawle uma lanterna e todas as formas
imaturas presentes nos depdésitos foram retiradasuioo pesca larva, colocados em tubitos de
vidro contendo alcool a 75% e levadas para o laboa onde as formas imaturas éo

aegyptiforam identificadas.

Analise dos dados

Para os calculos de infestacdo, o tempo de obsenfac o tempo decorrido entre a
data da primeira visita e a data no qual foi olmsava presenca de formas imaturaside
aegypti ou data da ultima visita, para aqueles depoégiios nunca foram observados
infestados. Para os célculos de permanéncia de pes depdsitos o tempo de observacgao foi
o tempo decorrido entre a data da primeira visigadata no qual foi observado que o peixe
nao estava presente no depdsito. Ou ainda, a daihimha visita para aqueles depdsitos nos

guais o peixe esteve presente em todas as vistsaes.

A probabilidade da permanéncia 8o splendensios depositos com o decorrer do
tempo foi estimada através do método de tédbua da VA densidade de incidéncia de
infestacdo de depdsitos foi estimada dividindo-séimero de depositos infestados pela soma
dos tempos de observagéo dos depositos. De formellsnte, a densidade de incidéncia da
presenca do peixe foi estimada dividindo-se o nantkr depdsitos com o peixe presente
pela soma dos tempos de observacdo dos tepdsirazdo de densidade de incidéncia
ndo ajustada e seu intervalo de confianca de 98®%%) foram estimados através de
regressao de Poisson simples, e esta razédo fadeosda significativa quando seu IC 95%
nao incluia o valor 1. A razdo de densidade dedémiia de infestacdo ajustada para
potenciais confundidores foi estimada através dgessdo de Poisson multipla. Esses
potenciais confundidores (material do depositoun, altura e presenca de coberta) foram
variaveis que, em um modelo de regressdo de Poisisoples, estavam associadas a
infestacdo com um valor<0,250 (HOSMER; LEMESHOW, 2000).
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5 RESULTADOS
5.1 Padréo de oviposi¢cao em depdsitos com peixev@dagos

Nos testes preliminares com as cinco espécies de,ptoram utilizados trés
espécimes de cada espécie, por semana. Ao finsh agapa, foram utilizados 54 peixes.
Foram postos 23.063 ovos em todos os experimebestes, 9.543, nos depdsitos com
peixes, e 13.520, nos depdsitos utilizados comtraien

A média de ovos nos depdsitos com peixes foi d@9].gariando de 1.137 a 3.019,
nos depadsitos com B. splenden® P. sphenopsrespectivamente. Nos depdsitos controle, o
namero médio de ovos postos foi de 2.704, variagwgive 2.090, nos testes comTo
trichopteros,e 3.529, com ®. sphenop$tabela 1).

Tabela 1 NUumero de ovos postos nos testes preliminares saineo espécies de peix

durante trés semanas.

Experimentos B.splendens  T.trichopteros  P. sphenops  P.reticulata A. fasciatus T otal

Teste . 24% 28¢ 921 781 497 2.732
Teste. 69¢ 1.02z 1.10z 1.085 42 3.94¢
Teste . 19¢ 44z 99¢ 782 44¢ 2.86¢
Total (teste] 1.13; 1.752 3.01¢ 2.65( 98¢ 9.54:
Comtrole : 57z 45¢€ 867 1.79¢ 307 4.001
Controle : 1.601 64t 1.97¢ 471 1.27¢ 5.96¢
Controle : 462 98¢ 68¢ 371 1.04¢ 3.55¢
Total (controle) 2.63¢ 2.09( 3.52¢ 2.63¢ 2.62¢  13.52(
N° Total de ovo: 3.772 3.84z 6.54¢ 5.28¢ 3.61: 23.06:

Segundo o Indice de Atividade de Oviposicdo (IA®linica espécie a ndo apresentar
diferenca significativa entre a postura nos depésibm e sem peixe foiRoecilia reticulata,
com um indice igual a zero. Os testes conT ofrichopterose P. sphenopsapresentaram

guase 0s mesmos resultados, sugerindo uma disdtetacdo no padréo de postura por parte
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dos mosquitos nos depdsitos com essas espéciepelfncia mais significativa ocorreu nos
testes com d@. splendenscom indice de -0,40 (tabela 2). Esse resultagersugue existe
diferenca significativa no padrdo de oviposicao fémeas gravidas dé. aegypti nos
depdsitos com peixi@etta splendens aqueles utilizados como controle.

Tabela 2. indice de Atividade de Oviposicdo* (IAO) em depdsitcom cinco espécies de

peixe.

N° de Ovos B. splendens  T.trichopteros P.sphenops P.reticulata A. fasciatus
Com peixe 1.137 1.752 3.019 2.650 1.879
Sem peixe 2.635 2.090 3.529 2.638 2.628
IAO -0,40 -0,09 -0,08 0,00 -0,17

* Kramer e Mulla (1979).

O tamanho meédio d®. sphenopg3,68 cm) eB. splendeng3,75 cm) foi muito
proximo, entretanto, o IAO foi 500 vezes menor mepdsitos com a presenca 8o
splendensO peso médio entre as espédesphenop$0,964 g) eA. fasciatug0,983 g) foi
similar. Por outro lado, o IAO nos depdsitos cor tasciatusfoi duas vezes menor (tabela
3).

Tabela 3. Tamanho e peso das cinco espécies de peixes lgosdfa AO.

Espécies Tamanho (cm) Peso (g) AOH
médio AT médio AT

Poecilia reticulata 2,70 2,20-4,20 0,311 0,172 —-0,93¢ 0,00

Poecilia sphenops 3,68 3,90-4,60 0,964 0,879-1,659 -0,08

Trichogaster trichopteros 6,28  6,00-7,20 3,234 2,747 -4,30C -0,09
Astyanax fasciatus 4,45 3,80-5,20 0,983 0,615-1,782 -0,17

Betta splendens 3,75 350-4,20 0,699 0,468 -1,23z -0,40

“indice de Atividade de Oviposicao.



70

Apds os resultados preliminares, as espécies gpbatas com maior e menor IAO
foramB. splendengP. reticulata.

Nessa nova etapa, com as duas espécies acimaatescdito depdsitos por semana
(quatro testes + quatro controles), foram postosatal de 21.775 ovos. Destes, 8.689 nos
criadouros com peixes (teste) e 13.086, nos criagdautilizados como controle. A maior e a
menor posturas ocorreram nos criadouros com. aeticulata (958) e B. splendeng0),
respectivamente. Nos experimentos cBmsplendensforam colocados 6.892 ovos e, nos
testes com ®. reticulata,14.883 (tabela 4).



Tabela 4.Numero de ovos postos durante as sete semanapatar@ento, por depdsito.

71

Betta splendens Poecilia reticulata
Ensaios Teste Controle Teste Controle

1 20 3% 4° Total 5° 6° 7° 8° Total 1° 20 3° 4° Total 5° 6° 7° 8° Total
Semanal 98 9 17 0 124 103 212 161 211 687| 669 435 84 72 1260| 571 282 80 194 1127
Semana?2 27 38 14 8 87 269 187 138 241 835 294 203 198 8 703| 265 167 136 203 771
Semana3 68 38 56 54 216 210 102 102 87 501| 638 148 82 380 1248| 581 391 121 145 1238
Semana4 180 49 26 18 273 346 128 221 216 911, 387 96 132 398 1013| 287 301 143 263 994
Semana5 87 18 0 42 147 117 71 61 16 265| 493 112 219 297 1121| 513 185 158 302 1158
Semana 6 115 0 4 0 119 574 353 382 488 1797| 958 209 141 112 1420| 798 306 97 318 1519
Semana7 67 181 48 25 321 254 142 27 186 609| 476 98 33 30 637 345 112 96 121 674
Total 642 333 165 147 1.287  1.8731.195 1.092 1.445 5605| 3.915 1.301 889 1.297 7.402| 3.360 1.744 831 1546 7.481
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O indice de Atividade de Oviposicdo (IAO) para axpeP. reticulatando apresentou
diferenca consideravel entre os depdsitos com e eiRe (-0,005). Por outro lado, os
depdsitos com @. splendenapresentaram uma significativa diferenca entreimero de
ovos (-0,627). O IAO sugere que fémeas gravidas.deegyptipreferem ndo colocar seus
ovos nos depdsitos com o peBesplendensO mesmo ndo ocorreu nos depdsitos co o
reticulata (tabela 5).

Tabela 5.indice de Atividade de Oviposicio* em depdsitos B. splendeneP.
reticulata

Semanas

IAO Total
1a 26 33 4a 53 6& 7a

B. splendens -0,694 -0,811 -0,397 -0,539 -0,286 -0,876 -0,310 -0,627

P.reticulata 0,056 -0,046 0,004 0,009 -0,016 -0,034 -0,028 -0,005

* Kramer e Mulla (1979).

Considerando os oito depositos, por semana, fomparadas as distribuicbes do
namero de ovos colocados por fémeasAdaegyptiem criadouros com e sem o peBe
splendengfigura 12(a) e tabela 6). Em cinco das sete samyanmediana da distribuicdo do
namero de ovos foi significativamente menor nosdouros com o peix8. splendens
Quando os dados das sete semanas foram agrupatiiaaa da distribuicdo do numero de
ovos colocados nos criadouros com o p&xsplendeng32,5/semana) foi significativamente
menor (p < 0,001) que nos criadouros sem peixe,%1¥8nana), onde a mediana da
distribuicdo do numero de ovos depositados varieudodma significativa durante as sete
semanas (p = 0,005). O mesmo ndo ocorreu nos araslaom peixeB. splendengp =
0,285).
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Tabela 6. Numero de ovos depositados por fémeas gravid#s degyptiem criadouros
com e sem 0 peix®. splendens

Semana Distribuicdo do numero de ovo Valor p

Tipo de criadouro Mediana  Min Max P 2t P 7t
Semana 1

Com peixe 13 0 98 4,5 57,5

Sem peixe 186 103 212 132 2215 0,021
Semana 2

Com peixe 20,5 8 38 11 32,5

Sem peixe 214 138 269 162,5 255 0,021
Semana 3

Com peixe 55 38 68 46 62

Sem peixe 102 87 210 94,5 156 0,020
Semana 4

Com peixe 37,5 18 180 22 1145

Sem peixe 2185 128 346 172 283,5 0,043
Semana 5

Com peixe 30 0 87 9 64,5

Sem peixe 66 16 117 38,5 94 0,387
Semana 6

Com peixe 2 0 115 0 59,5

Sem peixe 435 353 574 67,5 531 0,020
Semana 7

Com peixe 57,5 25 181 36,5 124

Sem peixe 164 27 254 84,5 220 0,248
Semanala®

Com peixe 32,5 0 181 11,5 61,5

Sem peixe 186,5 16 574 102,5 2475 <0,001

*Teste de Krusk-Wallis para comparar a distribuicio dos ovos ndée semanas. Nos criadouros s
peixe: valor-p=0,005. Nos criadouros com peixeokak=0,285. Em ambos os criadouros: valor=0,676.

Também foram comparadas a distribuicdo dos ovaxadbs em criadouros com e
sem o peixdPoecilia reticulata(figura 12(b) e tabela 7). Em cada uma das sstesas, a
distribuicdo do niumero de ovos foi semelhante maslcuros com e sem peixe. Mesmo apés
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agregar os resultados das sete semanas, a digobdo numero de ovos permaneceu
semelhante nos dois tipos de criadouros (p = 0,491)

Tabela 7.Numero de ovos depositados por fémeas gravidiA. aegyp' em criadouro:
com e sem 0 peix@. reticulata

Semana Distribuicdo do numero de ovo Valor-p

Tipo de criadouro Mediana  Min Max P2t P 7t
Semana 1

Com peixe 259,5 72 669 78 552

Sem peixe 238 80 571 137  426,5 1,000
Semana 2

Com peixe 200,5 8 294 103  248,5

Sem peixe 185 136 265 1515 234 0,884
Semana 3

Com peixe 264 82 638 115 509

Sem peixe 268 121 581 133 486 1,000
Semana 4

Com peixe 259,5 96 398 114 3925

Sem peixe 275 143 301 203 294 1,000
Semana 5

Com peixe 258 112 493 1655 395

Sem peixe 2435 158 513 1715 4075 0,773
Semana 6

Com peixe 175 112 958 126,5 583,5

Sem peixe 312 97 798 2015 558 0,772
Semana 7

Com peixe 65,5 30 476 31,5 287

Sem peixe 116,5 96 345 104 233 0,387
Semanala®

Com peixe 200,5 8 958 97 392,5

Sem peixe 233 80 798  139,5 312 0,491

“Teste de Krusk-Wallis para comparar a distribuicio dos ovos das seterss. Nos criadouros s
peixe: valor-p=0,692. Nos criadouros com peixeokak=0,813. Em ambos os criadouros: valor=0,460.
As figuras 12a e 12b mostram a mediana, 0os nunmeitisos e 0s Maximos de ovos
gue foram postos pelas fémeas Aleaegyptidurante as sete semanas do experimento.
Percebe-se que ha uma maior semelhancga entre sondrédio de ovos dos testes realizados
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com a presencga do peike reticulatae os respectivos controles (Figura 12b). O mesaao n
ocorreu nos testes conBo splendengfigura 12a).

& T & spisndsn: T Controle
p=0.001
400
200
; LM/’\L\\M\‘\
Semanas 1 2 3 4 s ] 7 la’

Figura 12{a): Mianerw médio de ovos de dedes asgypri por samana am depositos
com o peixe Bema gplemdsns e cortroles sem peixes. Bamas verticais indicam

quartis.
IF rericiiara I Contok
Ao
I p=10,491
T
4m
2m
]
Semana ] 2 3 4 5 ] 7 1a7

Figura 12I{b): MNumer meédic de ovos de dsdes asgpr por semana em
depésitos com o peixe FPoscilla raticulaiz e controles sem peixes. Bamas
verticais indicam quartis.
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5.2 Sobrevivéncia ddB. splendens e P. reticulata ao Cloro

O B. splendensapresentou sobrevivéncia de 100%, quando expostoma
concentracao inicial de cloro de 1,0 mg/L. Pararcentracdo de 1,5 mg/L, o indice foi de
72,5% (64,4 - 80,6). Em 2,00 mg/L, 39,3% (31,4 ;2¢resistiram (tabela 8).

Sobreviveram todos 0s 75 espécimes de peixesadkiliz como controle durante os
experimentos. Suas proporgdes sédo apresentadaisata 8.

O P. reticulataapresentou uma menor resisténcia ao cloro apessmtim percentual
de sobrevivéncia de 4,4% (0,1 — 8,7) jA na primeoacentracdo de cloro. Dessa forma,
respeitando os aspectos éticos, nao foram reabzadtes nas outras concentracfes com essa
espécie de peixe (tabela 8).

Tabela 8 Propor¢céo de sobrevivéncia dos peiB. splender e P. reticulate apos 24 horas ¢
exposicao a diferentes concentragdes de cloro.

Conc. N°de pdixes  B.splendensvivos  N°de peixes P, reticulata vivos

Inicial de expostos expostos
N % I.C. 95%

N % I.C. 95%

cloro (B. splendens) (P. reticulata)

0,00 mg/l 60 6C 100,C 94,0-100,( 15 15 100,C 78,0-100,(
1,00 mg/l 9C 9C 100,C 96,0-100,C 9C 4 44 0,1-8,7
1,50 mg/L 12C 87 72,£ 64,4-80,¢ - - - -

2,00 mg/l 15C 58 39, 31,4-47. - - - -

A variagéo do cloro na 4gua foi significativa ptvdas as concentragfes utilizadas. A
concentracdo residual maxima de cloro apds 24 hmadrés concentracdes testadas para o
Betta splendendoi de 0,12; 0,92 e 0,87; respectivamente (tal8laA mediana para
concentracdo inicial de 2,0 mg/L foi de 0,58 mgieyelando uma reducdo de 71% da
concentracdo inicial. A temperatura da agua aptesemma mediana de 26,2°C, variando
entre 24,3°C e 27,4°C.
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Tabela 9 Concentracdo de cloro inicial e 24 horas * exposicéo
num experimento para estimar a resisténcia do pRixgplendensa
diferentes concentracoes.

Concentracéo Inicial Concentracao (mg/L) apos
24 horas de exposicao

Minimo Mediana Maximo
1,00 mg/l 0,0C 0,0 0,12
1,50 mg/l 0,17 0,4C 0,92
2,00 mgl/l 0,2C 0,5¢ 0,87

*Temperatura da agua medida na 242 hora de cadasigxgerimento

Nos testes com B. reticulata,o cloro residual maximo foi inferior aos apresdota
nos testes com B. splendensApods 24 horas, a mediana das concentragcfes f0@emg/L
e o0 valor maximo foi de 0,06 mg/L. A mediana da gematura da agua foi de 26,2°C,
variando entre 26,1°C e 27,3°C (tabela 10).

Tabela 10 Concentracéo inial de cloro e 24 apds exposi®, num
experimento para estimar a resisténcia do pdixereticulata a
diferentes concentracdes de cloro.

Concentracgao Inicial Concentragdo (mg/L) apos
24 horas de exposicao

Minimo Mediana Maximo

1,00 mgl/l 0,0C 0,0z 0,C6

*Temperatura da agua medida na 242 hora de cadasigxgerimento
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5.3 Sobrevivéncia e eficdcia do peixB. splendens para controle do A. aegypti em
depdsitos domiciliares com agua

Foram inspecionados 1.001 imdveis e identificadt$ @epositos de grande volume
(> 200 litros). Destes, 588 (60,4%) foram caixadgda e outros 386 (39,6%) tanques. Em
537 (55,1%) a intervencdo foi com o peiRBe splendense nos outros 437 (44,9%) foi
utilizado o larvicidaBacillus thuringiensis israelensis

Em um dos depdsitos monitorados o peixe permanpoewpelo menos 183 dias.
97,6% (95,83 — 98,57) dos peixes utilizados permmenaen nos depdsitos por até 60 dias apos
a intervencao. No intervalo de 61 a 89 dias 62,3810 — 66,85) dos peixes permaneceram
nos depositos e 13,5% (10,02 — 17,51) permanecerdra 90 e 183 dias nesses depdsitos
domiciliares (tabela 11).

Tabela 11. Permanéncia do peiB. splender em depdsitos domiciliare
com agua (N=537), segundo o tempo de observacao.

Tempo de Depésitos  Depdsitos Proporgao de deposito:

~ . . com peixe presente
Observagdo com peixe sem peixe

% IC 95%
45 a60 dia: 537 13 97,5¢  95,83-98,5i
61 a 89 dis 514 165 62,6¢ 58,10-66,8¢
90 a 183 dic 234 151 13,51 10,02-17,51]

A infestacdo nos depodsitos com a presenca do pixgplendendoi de 1,6% e
naqueles depdsitos tratados com o larvi@daillus thuringiensis israelensi®i de 10,9%.
Desta forma, nos depositos onde o peixe permaneleetpi 85% mais eficaz, com uma
infestacdo poA. aegyptisignificativamente menor que naqueles onde ftizato o larvicida
(p = 0,001). Nos depdsitos onde o peixe foi cologcawas ndo estava presente no momento
da inspecao a infestacédo foi de 27,8%, sendo gigtifamente maior que nos depositos com
larvicida (p < 0,001) (tabela 12). Assim, nas cgiids em que foi utilizado em Fortaleza nédo
apresentou efetividade para reducéo da infestacéo.
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Quando a densidade de incidéncia (Dl) da infestdQi@justada para potenciais
confundidores (material do depdsito, volume, aleiaresenca de coberta) a razéo dessa DI
foi de 19,7 (5,88 — 65,99), mostrando que nos siggw onde 0S peixes permanecem a
infestacdo € significativamente menor que nos deosratados com larvicida. Quando
comparamos essa DI ajustada ndo houve difereng#icagiva entre utilizar o peixe ou
larvicida para reducao da infestacdo poaegypti(p = 0,967). Entretanto, quando os peixes
ndo permanecem nos depodsitos, mesmo com os dastedajs, houve uma maior infestacédo
nesses depositos com razao de DI de 0,65 (0,438} @ostrando que nas condi¢cdes em que
foram utilizados a técnica néo foi efetiva parauggn da infestacdo (tabela 12).
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Tabela 1z Densidade de Incidéncia da infestacdoA. aegyp' em depdsitos domiciliare
com agua, segundo o gru@®. (splendensu Bti), ndo ajustado e ajustado para potenciais
confundidores.

_ . Densidade de incidéncia (D .
Tipo de analise: Razao de DI
N° Numero de DI x
Grupo Tempo . (IC 95%)
Infestacbes 10.000

N&o ajustac:

-Peixe presente 210 18.405 3 1,63 1

-Bti 437 39.283 43 10,94 6,72 0,001
(2,08 — 21,64)

N&o ajustac:

-Peixe ausente 327  29.460 82 27,83 1

-Bti 437 39.283 43 10,94 0,39 <0,001
(0,27 — 0,57)

N&o ajustac:

-Peixé 537 47.865 85 17,75 1

-Bti 437 39.283 43 10,94 0,62 0,010
(0,43 — 0,89)

Ajustade

-Peixe presente - - - - 1

-Bti - - - - 19,69 <0,001
(5,88 — 65,99)

Ajustade

-Peixe ausente - - - - 1

-Bti - - - - 0,65 0,041
(0,43 — 0,98)

Ajustad

-Peixé - - - - y

_ - - - - 1,01 0,967
-Btl (0,67 — 1,53)

STodos os depodsitos do grupo “peixe” que o peixieeste presente ou n4o nos momentos de determi
da condicéo de infestacao.

€Apenas os depdsitos nos quais o peixe estava ausesimomentos de determinacdo da condicéo de
infestacéo.

£Apenas os depésitos nos quais o peixe estava peasenmomentos de determinacdo da condicéo de
infestacéo.

'Razao de densidade de Incidéncia ndo ajustada.

*¥Razdo de densidade de Incidéncia ajustada paraiahdte dep6sito, volume, altura e coberta.
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Segundo a densidade de incidéncia a permanéncigeties foi maior em tanques (p
< 0,001), depositos de alvenaria (p = 0,018), Ieadbs no peridomicilio (p = 0,038) e ao
nivel do solo (p = 0,002). Aspectos como volumedeposito e presenca de coberta ndo
apresentaram diferenca significativa para a pern@aé&los peixes (tabela 13).

Tabela 1:. Densidade de Incidéncia da presenca do pB. splender em depdsito
domiciliares com agua (N=537), segundo caracteaistds depdsitos.

Caracteristicas dos Densidade de Incidéncia (Dl) Raz&o de DI

depdsitos Tempo N° de DI (IC 95%)
presenca

Tipo de depaositc

Caixe 20C 17.84¢ 52 29,1¢ 1,81

Tanque 337 30.01¢ 15¢ 52,64 (1,32 — 2,47) <0,001
Material

Outros 154 13.82: 45 32,5¢ 1,49

Alvenaria/Concret 385 34.04¢ 165 48,4 (1,07 — 2,07) 0,018
Localizagac

Intradomicilic 131 11.86¢ 39 32,8 1,44

Peridomicilic 40€  36.00: 171 47,4¢ (1,02 — 2,05) 0,038
Volume em litros

200 a 2.00 464  41.35¢ 177 42,7¢ 1,1¢

2.001 a 10.0C 73 6.507 33 50,71 (0,82 —1,72) 0,371
Altura em metros

<1 26S  24.01: 12¢ 53,31 0,6t

l1a! 26€  23.85¢ 82 34,3¢ (0,49 — 0,85) 0,002
Presenca de coberi

Na&c 19¢ 17.65¢ 8C 45,31 0,9t

Sim 336 30.21( 13C 43,02 (0,72 — 1,25) 0,716
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No tocante a infestagéo pAr aegyptiindependente do tipo de intervencao (peixe ou
Bti), os tanques apresentaram uma densidade de io@d@l) 3,37 vezes maior que nas
caixas d’agua e os depdsitos de alvenaria tambéeseaapparam DI significativa (p = 0,008).
Os depositos ao nivel do chao, abertos e com @@ Zitros apresentaram maior densidade
de incidéncia para infestacdo praegypti por outro lado a localizagdo dos depdsitos ndo
interferiu para infestagéo (tabela 14).

Tabela 14 Densidade de Incidéncia da infestacdo A. aegypi em deposito
domiciliares com agua (N=974), segundo caracteaistiios depdsitos.

Caracteristicas dos Densidade de Incidéncia (Dl) Razio de DI

NO
depésitos Tempo N° de DI (IC 95%)
presencas

Tipo de depositc

Caixe 58¢ 52.73¢ 4C 7,5¢ 3,37

Tanque 38€ 34.41: 88 25,57 (2,32 — 4,89) <0,001
Material

Outros 32€ 29.47: 29 9,84 1,74

Alvenaria/Concret  64€ 57.67: 98 17,1¢ (1,05 — 2,64) 0,008
Localizacac

Intradomicilic 22z 19.37¢ 26 13,41 1,12

Peridomicilic 75z 67.77( 10z 15,0¢ (0,73 — 1,73) 0,601
Volume em litros

200 a 2.00 80z 71.42( 11€ 16,2« 0,47

2.001 a 10.0C 17z 15.72¢ 12 7,63 (0,26 — 0,85) 0,013
Altura em metros

<1 30€ 27.52: 68 24,71 0,41

l,1a! 66€ 59.62¢ 6C 10,0¢ (0,29 — 0,58) <0,001
Presenca de coberi

Nac 29z 25.91« 6C 23,1t 0,4¢

Sim 68z 61.23¢ 68 11,1( (0,34 — 0,68) <0,001




83

6 DISCUSSAO

O estudo presente mostra que fémeas gravidas akegyptipreferem néo colocar seus
ovos nos depdsitos com a presenca do pBixesplendensO mesmo ndo ocorreu nos
depdsitos com o peix®. reticulata Além disso, oB. splendensapresentou 100% de
sobrevivéncia quando expostos a cloro em alta obragggio. Por outro lado, 0 mesmo nao
ocorreu com 0s espécimes @ reticulata, que apresentaram baixa sobrevivéncia. Em
condicbes de campo, nos tanques onde o [Bex@ splendenpermaneceu a infestacao foi
significativamente menor que nagueles tratados @&in

Peixes larvofagos podem ser um importante comperss programas integrados de
controle de vetores (GHOSH; DASH, 2007). Existegualas caracteristicas para que uma
espécie de peixe seja considerada potencial pantaot® biologico de insetos vetores de
doencas, dentre as quais o conhecimento adequadsualédiologia (KOLDENKOVA;
AVILA, 1991; HERNANDEZ CONTRERAS:t al.,2005). Destaca-se ainda a preferéncia por
predar larvas de mosquitos, ter o corpo alongat@dilidade, alta fecundidade, resistir bem
ao transporte e armazenamento e nao ser utilizahercialmente como alternativa para
alimentacdo humana (OPS, 1994). Ha ainda como epidéisitos de uso de um peixe
larvéfago a preferéncia alimentar por larvas, sepelueno porte, ter agilidade, ser resistente
ao confinamento, tolerante a altas temperaturaar@dos niveis de pH, ser encontrado
facilmente e apresentar grande capacidade de |lg@mm®&ARGAS, 2003; VALERCet al.,
2006). Caracteristicas como agressividade, graoleriura da area alagada, olhos grandes e
boca virada para cima foram consideradas caraotagsmportantes para peixes larvéfagos
(SHARMA, 1994). Outros estudos consideram aindaestacdo por parte das comunidades
locais (HAQet al.,1993; RUSSEIet al.,2001).

Para que se alcance um controle efetivo é pretéso @dos fatores acima relacionados,
conhecimentos sobre o peixe a ser utilizado ergaeagdo com outros organismos locais para
evitar efeitos indesejaveis (CHANDRAL al., 2008). O peixeBetta splendenspresenta
grande parte das caracteristicas citadas acima, destaque para amplo o conhecimento
sobre sua biologia (MAESTRE-SERRANO; PACHON-MUNQ06), grande capacidade
larvofaga (CAVALCANTI et al., 2007), ser pequeno e agil (BRONSTEIN, 1994), apries
alta fecundidade (DAMAZIO, 1992), ser toleranteltasatemperaturas e variados niveis de
pH (MULLICA; KRISANADEJ, 2001; ZUANON et al.,, 2007), grande agressividade
(HERMOSO, 1992), e ter sua boca virada para cimaRNIO-NETO; SABBATINI, 1988).

A espéciePoecilia reticulataapresenta algumas dessas caracteristicas: amygteamento
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sobre sua biologia (ENDLER, 1987), ser pequeno (KIER; MEHEGAN, 1981; RODD;
SOKOLOWSKI, 1995), tolerante a variados niveis di¢ (MAYA PENA; MARANON-
HERRERA, 1998) e ser facilmente encontrado (ARAWI@I., 2009). Desta forma, o peixe
Betta splendenatende a maior parte dos pré-requsitos basictajosi por varios autores
como importantes para peixes que podem ser utlgzatbmo alternativa de controle
biolégico. A unido dessas caracteristicas faz coam epsa espécie seja uma boa op¢ao para
uso em programas integrados de controle de vet®ms.outro lado, a espéckoecilia
reticulata atende a apenas alguns desses pré-requisitos,isportem sido utilizada
principalmente em reservatorios naturais e em g®undncentracdes.

O tamanho e o peso dos peixes utilizados nesseimgoto parece nao ter interferido
no padrdo de postura das fémeas de mosquitos. tBunamito tempo os peixes foram
considerados inadequados para uso como alterndgiveontrole biolégico de vetores em
virtude do seu tamanho e dos reservatorios quepsEsentavam como potenciais para
proliferacdo dos mosquitos como pneus, latas eafgarr(ANDRADE; SANTOS, 2004).
Entretanto, ainda segundo esses autores, levandenseconsideracdo 0s aspectos
entomologicos na regido nordeste do Brasil ondeggramdes reservatorios sdo 0s mais
infestados e essa estratégia poderia ser utilizzma peixes de tamanho reduzido
(ANDRADE; SANTOS, 2004). O tamanho médio &wecilia reticulata utilizado nesse
trabalho foi de 2,7 cm (2,2 cm — 4,2 cm).B@tta splendenapresentou tamanho médio de
3,75 cm (3,50 cm — 4,20 cm) e peso médio de 0,6@B468g — 1,232g). Na Argentina, as
espécies de peix€@ymnogeophagus brasiliensés o Cheirodon piabaforam considerados
com potencial larvofago. Os espécimes avaliados iamed118 e 20 milimetros,
respectivamente (BORDA; REA; HUERTAR001). Haget al. (1993) trabalharam com as
espécies larvofagaShela bacaila, Puntios stigma, Rasbora daniconiDslisa fasciatus e
Danio sp; todas variando entre 2,5 a 6 centimetros. Outibatho realizado na Etidpia
estudou outras espécies de peixes larvofagos, estagle para Aplocheilichtys loatie o
Oreochromis niloticuscom peso maximo de 0,28g e 1,89, respectivamehETEHER et
al., 1993). Hernandez Contrerasal. (2005) sugeriram que tanto o tamanho como o sego d
peixes interferiam na capacidade larvofaga (HERNAMOCONTRERASet al.,2005). Para
ser utilizado como alternativa de controle bioloégi& importante que os peixes sejam de
pequeno porte e ndo sejam utilizados para findiokertacdo humana. Isso poderia acarretar
uma menor permanéncia dos mesmos nos depoésitostaiafuma possivel reducdo de
infestacdo de mosquitos. Desta forma, quanto menespécime utilizado, desde que com
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bom potencial larvéfago, mais indicado para esse fatores esses que que sao atendidos
tanto peldPoecilia reticulatacomo pelBetta splendens

Ensaios realizados em reservatorios naturais cesepca de peixes demonstram que,
em grandes concentracdes, eles podem servir copgbenées para oviposicdo de fémeas
gravidas dededes thaeniorhynchyRITCHIE, 1994). O tamanho dos depdsitos utilizado
experimento pode ter interferido nessa percepcépate das fémeas gravidasAleaegypti
como ocorrido para outras espécies de mosquitadridRezet al. (2007) mostrou que nao
houve diferenca significativa entre a oviposicée ffaneas dé\. aegyptiem depdsitos com
Bacillus thuringiensis israelensi@ti) e copépodesNesse caso, o indice de Atividade de
Oviposicao (IAO) foi 0,16 e 0,15, respectivamentesultados semelhantes foram
encontrados pardedes albopictusob condicbes de campo (STOOPS, 2005). Em outra
situacdo dVlesocyclops longisetugm reservatérios de agua, serviu como um atrgtara
oviposicdo (TORRES-ESTRADAL al.,2001).

Zahiri e Rau (1998) mostraram que fémeas gravidad.daegyptiselecionam, no
momento da oviposicao, criadouros com menor dedsitlavaria e que ndo albergam larvas
mal alimentadas e/ou infectadas por certos pat@&eAdguns dejetos bacterianos e
metabdlitos presentes em cultivosBhillus thuringiensis israelensferam sugeridos como
atrativos para fémeas gravidas Aleaegypti(IKESHOJI, 1979) Poonam (2002) confirmou
essa hipotese quando demonstrou que a decompdségderiana de matéria organica,
presente na agua, libera certos compostos volgteisestimulam as fémeas de mosquitos
gravidas a oviposicdo (POONAM, 2002). Com isso,epbdver liberacdo na agua de algum
metabdlito ou excremento, por parte dos peixes, \quam a interferir na selecdo dos
depositos no momento da posturaAdaegyptiE necessario esclarecer sBetta splendens
libera alguma substancia na agua que possa atuaw ogpelente a postura de ovos por
fémeas gravidas di. aegypti Além de oBetta splendenser um grande predador de larvas
(CAVALCANTI, 2006), sugere-se que ele é efetivo comepelente para oviposicdo de
mosquitos em depdsitos de pequeno volume.

A capacidade dos reservatorios utilizados nesserimento (15 litros) pode ter
facilitado a percepcdo da presenca dos peixeséati@dy contato visual, como sugerido por
Petranka e Fakhoury (1991). Isso contribuiria papeeléncia das fémeas de mosquitos como
ocorrido com cAedes thaeniorhynchy®ITCHIE, 1994). Seria necessario outro desenho de
estudo para confirmar o potencial de repelénciaalidas fémeas d&. aegyptigravidas em
depositos de grande volume com exemplares Bidta splendens Estudos futuros
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determinardo se o volume dos depdsitos interfesiurapeléncia das fémeas gravidas de
mosquitos no momento da sua oviposi¢ao, ou airedas peixes foram capazes de predar os
0VOS postos no substrato acima do nivel da agua.

O r4pido crescimento e urbanizacdo das populacéesareas tropicais, sem infra-
estrutura basica de saneamento ampliou a faixaaleémcia do dengue em razéo da difusao
do A. aegyptipara areas antes livres da doenca (PEREIRA, 1B86ionando como fator de
repeléncia, o uso de algumas espécies de peixaddgos em reservatérios domiciliares
poderia favorecer a dispersdo do vetor em buscauli®s depdsitos para oviposicao.
Segundo Angeloret al. (2002) a eficacia do uso de peixes larvéfagos owtrale de
mosquitos poderia ser comprometida caso os mosquaitiultos fossem repelidos pela
presenca desses peixes nos depositos, 0 que ocamdripara uma maior dispersdo desses
vetores. Entretanto, no nordeste do Brasil, osdgmmeservatérios domeésticos de agua séo
importantes focos com o potencial de gerar um grandgnero de larvas (BRASIL, 2009).
Dessa forma, talvez seja melhor para o controleagumeas gravidas deixem de por seus
0OVOS nesses grandes reservatorios e passem a ewvippequenos recipientes que podem ser
manejados e eliminados mecanicamente, sem a mm@dssle uma intervencdo com produtos
quimicos pelo Servigo de Saude. Essa situacdoayebvmente, traria menores problemas para
as acoes de controle preconizadas pelo Programarfdade Controle do Dengue.

O cloro é o desinfetante mais utilizado nas estagii tratamento de agua, por
apresentar efetividade na inativacdo de microrgamsspatogénicos, além de estar disponivel
a preco razoavel e apresentar facilidade de maynum@nazenamento, transporte e aplicacédo
(FIGUEIREDOet al.,2001). Seu uso em larga escala somente comecandiade 1902, na
Bélgica, com o chamado refinamento da cloracéo, éstdeterminacdo das formas de cloro
combinado e livre e a cloracdo baseada em contitmdeseriologicos (MEYER, 1994;
LAUBUSCH, 1971). No Brasil, segundo a portaria 185de 25 de marco de 2004, os
depdsitos que acumulam agua devem conter, aposlesnd#eccdo, um teor minimo de cloro
residual livre de 0,5 mg/Litro, sendo obrigatoriananutencdo de no minimo 0,2 mg/Litro.
Caso seja encontrado nos depositos domiciliares assentracdo minima de cloro residual
todos os espécimes do peiBetta splendensobreviveriam, 0 que tornaria essa espécie
indicada para esses depoésitos de grande volumeet&into, em 8.000 amostras de agua
avaliadas pela Companhia de Agua e Esgoto do GEAGECE, 2007) no municipio de
Fortaleza a concentracéo de cloro apresentou need&f,98 mg/L (0,55 mg/L e 1,83 mg/L).
Trabalho realizado em Vitoria/ES mostrou que 9,2%166 das amostras de agua coletadas

do sistema de abastecimento publico estavam abaaxona, respectivamente dos parametros
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da Portaria 518/2004 (SILVA; ARREBOLA; JESUS, 200BEm 1996, em Cuba foi
inspecionada a concentragdo de cloro livre em 4860saas de agua nas casas onde foi
encontrado um percentual de 5,2 a 94,1% de amasimasconcentracao superior 0,3 mg/L
(GARCIA BALUJA; Del PUERTO RODRIGUEZ; CANAZ PEREZ2002). No atual estudo,

0 Poecilia reticulataapresentou uma baixa tolerancia as concentragdedob na agua,
semelhante ao encontrado por E&dsal. (2004), onde duas espécies Beecilia foram
avaliados e apresentaram 100% de mortalidade quaqpmistos a uma concentragéo de 0,50
mg/L (ELAS et al.,, 2004). Desta forma, o uso dBetta splendensem reservatérios
domiciliares poderia também ser um indicador pamdiar altas concentracbes de cloro na
agua, o que poderia trazer problemas para saudmrdanidade local. Ridgway e Olson
(1982) chamaram atencao para a possibilidade daltpge concentracdes de cloro na agua
poderia favorecer a sele¢do de microorganismosatutes a esse cloro. E importante que os
peixes sejam utilizados em areas onde a conceatg&loro na agua seja conhecida com
antecedéncia para que o uso de peixes tenha otonge®ejado na infestacdo pelo mosquito

A. aegypti

A espécieOreochromis spilurus spiluruspds um periodo de 30 minutos de exposi¢cao
a concentracdo de 1,5 e 2,0 mg/L mostrou-se bastaritada”’ e apos 2 horas a letalidade foi
de 100% na concentragdo de 2,0 mg/L. Em 3 horaxplesicdo a concentracdo de 1,5 mg/L
também foi 100% letal. Entretanto, esses espécimaimdos apresentavam até 34 grams de
peso (MOHAMED, 2003), sendo bem mais pesados qBetta splendeng o Poecilia
reticulata A espécieClarias fuscudolerou aproximadamente 4,0 mg/L (NENGal, 1987).
Vérias outras espécies de peixes ja foram testamtas alternativa para controle biolégico,
entretanto ndo levaram em consideracao a presenglard na agua (GERBERICH; LAIRD,
1985).

Segundo Silva, Arrebola e Jesus (2007) a distrdtmude 4gua para consumo humano
requer condicbes apropriadas, obtidas através adantentos fisicos e quimicos, onde a
desinfeccao significa uma etapa essendial paragdwede agua potavel. Por outro lado, essa
desinfeccao € inluenciada por fatores como temperat pH da agua em virtude da alteracéo
da solubilidade, estabilidade e dissociacdo do ytoodtilizado para cloragdo. Destaca-se
ainda que falhas no processo de tratamento dagiean expor a comunidade a riscos de
doencas intestinais e a outras doencas infecci@&@a¥A; ARREBOLA; JESUS, 2007).
Segundo Meyer (1994) a ocorréncia da epidemia deracino Brasil, a partir de 1991,
provavelmente resultou num aumento nas dosagedsreutilizadas em muitos sistemas de
abastecimento de agua. A avaliacdo dos riscos deelemacdo da concentracdo de cloro e a
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necessidade de existir uma barreira sanitaria paravitar a propagacdo da doenca se
constitui questdes delicadas, que devem ser estsgeaa cada manancial usado como fonte
de abastecimento, ja que as caracteristicas dadeggmpenham um papel importante na
formacg&o dos trihalometanos. Além disso, outrastdigbes foram encontradas no desenho
desse estudo, como a falta de informacao do cémidual dos depdsitos domiciliares e ndo
nas estacdes de tratamento, como verificado narrpaite dos trabalhos de campo. Além
disso, como ha a possibilidade de variagdo na otrag@io de cloro nas torneiras, €
importante que outros estudos, em condicdes de a;asgjam realizados para avaliar a

sobrevivéncia desses peixes.

O Poecilia reticulatae o Betta splendensobrevivem melhor em pH entre 6 e 8
(BHEEMA et al., 1982; CASTRO; CASATTI, 1997; MULLICA; KRISANADEJ2001).
Essa variacdo esta no limite aceitavel para agueodsumo humano no Brasil (BRASIL,
2004). Nessas circunstancias, o pH nao seria uon liatitador do uso dessas espécies de

peixe em depdsitos domiciliares.

A maior parte da literatura sobre o uso de peigegdfagos relata experiéncias em
reservatorios naturais, prinicipalmente com usoeafg®ciesoecilia reticulatae Gambusia
affinis em lagos, pequenas lagoas e plantacbes de arsses Hrabalhos normalmente
descrevem o uso de peixes para controle da malariadia, Cuba, Polinésia Francesa e Sri
Lanka. (MATHUR; RAHMAN; WATTAL, 1981; BHEEMAet al., 1982; GARCIAet al.,
1991; LARDEUXet al.,2002; SINGHet al.,2006; KUSUMAWATHIE et al.,2008).

Em algumas cidades Cubanas foram introduzitteciliasem lagoas para controle de
Culex quinquefasciatus apds 2,5 meses ndo havia mais a presenca deitnesg 0s peixes
haviam se reproduzido suficientemente para queemoseemovidos para outros lugares
(GARCIA et al.,1991). Entretanto, existem poucos trabalhos awddia potencial do uso de
peixes larvéfagos para controle de vetores em depddomiciliares. O primeiro registro do
uso de peixes em larga escala, como alternativaomérole de vetores em depdsitos
domiciliares, foi em 1905, por indigenas da Amé@Geamtral (MOLLOY, 1924).

Em nosso estudo, 97,6% dos peixes permanecerardepdsitos nos primeiros 60
dias de observacdo e 62,7% até 90 dias apds aentdo. De acordo com o PNCD é
sugerido que as visitas domiciliares, realizaddsspggentes de endemias, ocorram com uma
frequéncia de dois meses, perfazendo seis ciclogisiias domiciliares anuais em cada
imovel (BRASIL, 2009). Nessas condi¢cOes seria pessitestar a permanéncia dos peixes e

fazer a substituicdo ou reposicdo dos mesmos, apsesentassem algum aspecto que
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comprometesse sua permanéncia. Caso os ciclositeeswdomiciliares fossem regulares, de
acordo com o sugerido pelo PNCD, aumentaria a eéhdaanonitorar melhor a permanéncia
dos peixes e contribuiria para melhores resultadms o uso dessa alternativa, tornando-a
efetiva, jA que o uso do peixe é eficaz. TrabalboBtieemaet al. (1982), utilizando 50
espécimes d&ambusia affinigpor reservatdrio, sugeriu que o uso dos peixedaidfetivo

em virtude da grande necessidade de reposicaocsd@tEEMA et al., 1982). Na Etidpia,
cerca de 30% dos peixes utilizados em pocos, cagtee tambores precisaram ser repostos
mensalmente (FLETCHER; TEKLEHAIMANOT; YEMANE, 1992achados semelhantes
aos do Ceara. Nergg al. (1987) relataram que, caso os peixes nao fosseongados nos
tanques, a solicitacdo de reposicdo partia da jpr@opulacdo aos agentes de saude (NENG
et al.,1987). No México foram utilizadosLl tropicus,10 A. fasciatus10B. guatemalensjs

10 P. sphenopse 21. meridionalis por cada tanque, sendo repostos quando morriam. Em
nenhum tanque com peixe foi detectado a presendandes (MARTINEZ-IBARA et al.,
2002). Takagiet al. (1995) testaram na Costa da Indonésia as espédiégsas spe
Ophiocephalus spm tanques de piscicultura. O melhor resultadooftservado com as
tilapias reduzindo 95% da infestacdo de larvas desquitos. Esse autor sugeriu ainda que
fosse monitorada a sobrevivéncia dos peixes meps#dne destacou também o baixo custo
dessa alternativa (TAKAGet al., 1995). No Ceard, observamos que 0 maior percedaial
peixes permaneceu nos tanques localizados aodudwalo (p = 0,002). Outros experimentos
S840 necessarios para esclarecer os motivos pelis qumaior parte dos peixes nao
permaneceu nos depdsitos por maior intervalo depdeetalvez o0 uso de mais de um
espécime por depdsito aumente a probabilidade deapéncia nos mesmos. Destacamos
ainda que o desenho de estudo utilizado para aesl$a eficacia ndo foi 0 mais adequado o
que pode ter comprometido a avaliacdo da efetieiddwl uso de peixes apds seis meses.
Entretanto, caso as visitas domiciliares fosserizeslas com maior frequéncia traria um
maior custo para as atividades de campo, o queripodeiabilizar 0 uso dessa estratégia.
Para que isso ndo ocorra é importante que os pegf@® utilizados em grandes depdsitos em
que a populacdo possa acompanhar a permanénci@aocodos mesmos e solicitar ou fazer
essa reposicado quando necessario. Assim, o useixiBettaem depdositos como tanques de
alvenaria, que ficam ao nivel do solo e localizadosperidomicilio, pode ser mais efetivo
para reducao da infestacao por larvag daegyptiem um programa de controle integrado

Caso essa estratégia de controle seja adotadacpelanidade local haveria uma
reducao consideravel dos custos (BHEEBtAaI., 1982). Nenget al. (1987) sugeriram ainda
que 0 uso de peixes apresenta um custo 15 vezg®ind utilizacdo de controle quimico



90

tradicional. Experiéncias como essas ocorreramicar&dgua, Costa Rica, México e Somalia
(MOLLOY, 1924; CONEJOet al., 2000; MARTINEZ-IBARA et al., 2002; MOHAMED,
2003). No Brasil, ja existe relato de boa recegtide do uso d®etta splendengm um
pequeno municipio no sertdo central do Ceara (FRDBO, 2006). Outros estudos com esse
propésito devem ser realizados em diferentes npioikipara que se possa perceber os
motivos pelos quais determinadas comunidades teferpncia ou ndo, pelo uso do peixes
larvofagos em substituicdo aos larvicidas quimicos.

Sharmaet al. (1997) se propuseram a determinar a capacidadeefc&cia do
Gambusiacomo controle de vetores em varios tipos de deggggue acumulassem agua. Sua
utilizacdo ndo se mostrou tado eficaz em resenc@dmo covas, barris, tambores e drenos.
No entanto, foi observado que em tanques e pochoziteem 100% a densidade larvaria de
Anofelineos Culicideos apos a terceira semana da sua implantacéo. bidhmade Fortaleza
essa avaliacao foi feita de acordo com as visitasidliares realizadas pelos agentes do
Programa Municipal de Controle do Dengue, que xameaentre 60 e 90 dias.

Lardeux et al. (2002) realizaram experimento em duas cidades alaéBia para
avaliar a possibilidade de controle de larvas dequibos por um periodo de 6 meses sem
intervencgdes adicionais. A utilizacdo @oecilia reticulatafoi considerada satisfatoria em
grande parte dos reservatorios (lagoas e grandesspmnde o0s peixes se adaptaram
rapidamente e proliferaram sistematicamente elindoaas larvas. Nesse trabalho de
Fortaleza foi acompanhada a sistematica de viditasiciliares do Programa de Controle e
sem intervencdo dos pesquisadores, 0 que ndo tacacestos extras com um maior namero
de visitas domiciliares.

Em outro estudo o peix®reochromis niloticus (Perciformes: Cichlidae) @pia
nilotica) foi introduzido em tanques abandonados a 1.880 aititiede no Kenya e depois de
seis meses foi avaliado o nimero de larvas preseesses tanques. Os peixes foram capazes
de reduzir em 94% de larvas Aaopheles gambie Anopheles funesties mais de 75% de
Culicideos Esse mesmo trabalho relata uma grande aceitagdsadtécnica pelas
comunidades rurais, em virtude de ser uma espéorim na regiado (HOWARD; ZHOU,
OMLIN, 2007). A mesma receptividade ja foi avaliaden outro municipio cearense
(FRUTUOSO, 2006) e é percebida em Fortaleza emdartla grande difusdo que foi feita
sobre o0 uso dBetta splendengntretanto, percebe-se que grandes variacbesncarracao
de cloro residual dos depositos, 0 uso de apenaggp@cimen de peixe por depdsito, 0
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desconhecimento de alguns aspectos que limitariapersnanéncia dos peixes nesses
depositos contribuem para que a efetividade deggaréio tenha sido tdo satisfatéria.

Senget al. (2008) mostraram, no Cambodgia, que.aeticulatafoi capaz de reduzir
a infestacdo deéA. aegyptiem tanques e que o0 uso dessa espécie foi beno gud
comunidade local, considerando assim a estratétamte promissora em virtude da nao
utilizacdo de larvicidas quimicos. Posteriormertse mesmo autor desenvolveu um estudo
experimental de campo em oito cidades da Costagvaléar seu potencial de utilizacdo em
larga escala. Nao foi encontrada nenhuma larvadep®sitos com peixes, enquanto nos
depositos controle o indice de infestacdo de 3,B8b. trabalho de Fortaleza foram
encontrados trés depositos onde o peixe estavarpees foram encontradas larvas. Esse fato
provavelmente se deve ao grande volume dos reégps(>3.000 litros) e ao fato da agua
nao estar limpa, o que favoreceu com que as |laevascondessem. Esse fato ja foi citado por
Mathur, Rahman e Wattal (1981).

No Ceara, 50,1% dos tanques onde foi inseridoxeB®tta splendenapresentavam-
se no nivel do chéo e 37,1% estavam completambetéog; achados proximos aos de Cuba
onde 72,9% encontravam-se ao nivel do chéo e 32¥%oalHERNANDEZ HERNANDEZ;
MARQUES PINA, 2006). Essa situacdo pode ser enadatrem outras regibes, o que
contribuiria para esse tipo de intervencdo. No estel do Brasil, principalmente em areas
onde o abastecimento de 4gua néo é realizado mie fatermitente a populagéo necessita de
grandes reservatorios domiciliares para acumulaa.agsses tém sido, em grande parte do
Ceard, os principais depoésitos infestados pkloaegypti além de consumir grandes
guantidades de inseticidas quimicos por ano (BRASM009). Na Tailandia, pelo SUM-
Method, que avalia o tamanho, utilizagdo da agoeaterial do deposito, 59% dos depositos
infestados com pupas de aegyptiforam potes de barro e tanques de cimento, ambos
utilizados para acumular agua. Nos tanques commalde agua superior a 200 litros o risco
de infestacdo foi duas vezes maior que naqueles ommores volumes de &agua
(KOENRAADT et al.,2007). Em 2003 e 2004, na Colémbia, foi demonstrpge os tanques
nao eram 0s reservatorios encontrados em maiorrovene virtude da razoavel regularidade
no abastecimento de agua. Entretanto, independenéstacdo do ano esse reservatorio foi
responsavel por até 95,8% das pupas coletadaouRor lado, pequenos vasilhames como
garrafas foram os depésitos mais predominanteenspntando apenas 0,1% das pupas
encontradas (ROMERO-VIVASt al., 2006). Esses trabalhos reafirmam a importancia dos
tanques utilizados para armazenar agua, em vaadespdo mundo, como 0s principais

reservatorios para producao de larvas e pupas dquitas. A Superintendéncia do Controle
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de Endemias do Estado de Sao Paulo (SUCEN) recamendo do peix8etta splendens
como alternativa para controle de larvasAde@egyptiem grandes recipientes de agua, fossos
de elevadores de construgcbes abandonadas, pistesativadas e ainda grandes tanques
utilizados para armazenar agua, desde que ndo sejiEmados com a finalidade de beber
(SAO PAULO, 2007). Essas situacdes corroboram cossos achados onde a permanéncia
do peixe foi maior em tanques de alvenaria e odeéssa espécie de peixe apresenta grande
potencial para ser utilizado nesses depdsitos raeste brasileiro.

Outro aspecto interessante é que em Fortalezaa paate dos peixes sobreviveu nos
depositos localizados no peridomicilio, onde preWaente a temperatura da agua pode ser
um pouco mais elevada, aumentando sua capacidad#alga e consequentemente sua
sobrevivéncia. Essa hipotese € levantada por Efiak (1995) quando relataram que quanto
mais elevada a temperatura da agua, maior foi acaigale larvofaga e a sobrevivénciaRdo
reticulata Por outro lado, trabalho de Harringteinal. (2008) sugere que nao houve diferenca
significativa na presenca de larvasAleaegyptiem depositos localizados no intra ou Peri-
domicilio.

No Ceara foi utilizado apenas um espécim@dtia splendenpor depdsito. Fletcher,
Teklehaimanot e Yeman@d992) relataram a espéciphanius disparsendo utilizada em
pocos na Etidpia, na propor¢cdo de 20 peixes pooditep Varios espécimens das espécies
Tildpias spe Ophiocephalus sgoram utilizadas em tanques de piscicultura namhédia
(TAKAGI et al., 1995). Trabalho realizado em Cuba relatou o usge&e menos trés
espécimes ddPoecilia reticulata em tanques utilizados para acumular agua da chuva
(HERNANDEZ HERNANDEZ; MARQUES PINA, 2006). Outro a@balho realizado no
Cambodgia mostrou que Roecilia reticulata,em grande nuamero, reduziu a infestacdo de
Aedes aegytpem tanques (SENG@t al.,2008). Desta forma, o conhecimento de fatores que
limitaram a permanéncia dos peixes nos tanquesilzoinia decisivamente para sua maior
efetividade, destacando-se a possibilidade do esondis de um espécime de peixe por
depasito.

Mathur, Rahman e Wattal (1981) realizaram um exrpamio para comparar a eficacia
da utilizacdo doGambusia affinissoladamente e em consércio com o larvicida Temefo
Isoladamente os peixes mantiveram a reducdo larngmi quatro semanas. Essa reduzida
efetividade foi atribuida a grande quantidade @atpks aquaticas, zoo-plancton e a poluicéo
da agua. O experimento mostrou ainda que quanlitradt em combinacdo com o larvicida
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apresentava maior efetividade. Entretanto, sugeapglicagdo semanal de larvicida, devido a
grande poluicdo das aguas.

Outro trabalho avaliando a possibilidade de usocensércio de peixes e larvicidas
foi realizado na India por Kumaat al. (1998) com oBacillus thuringiensis israelensis o
peixe Aplocheilus blocki.Foram utilizados mais de 60.000 peixes em 2.55@®got73
tanques de grande volume e em 7 fontes e pisanasuma proporcdo média de 5 peixeés/m
de area. Esse consorcio contribuiu para uma redugd® acentuada da infestagéo. Trabalho
realizado na Australia mostra que o uso de penigsaistante eficaz, entretanto quando esses
peixes foram utilizados em consércio com o lanacitectolex WG Bacillus sphaericusos
resultados foram melhores, pois ndo permitiramcalogizacdo de insetos nos reservatorios
(HURST et al.,2006). Essa possibilidade de uso conjunto dediaas bioldgicos e o peixe
Betta splendendevera ser mais explorado em estudos futurosygasggundo o fabricante
esse larvicida néo é letal para peixes.

O pré-requisito basico para que qualquer intervenediha a funcionar em condicdes
de campo é que a comunidade local aceite e colaboneas acdes dos agentes de endemias.
Varios autores reportam que o uso de peixes lagedfaem sido aceito pela comunidade
como estratégia para programas integrados de t®rteovetores (MARTINEZ-IBARAet
al.,, 2002; MOHAMED, 2003; FRUTUOSO, 2006; HOWARD; ZHOWMLIN, 2007,
SENGet al.,2008). Destaca-se o trabalho de Hernandez Hermandglarques Pina (2006)
onde registra que além da boa receptividade dalggimy as criangas tornaram-se aliadas ao
programa de controle. Aspectos como esses deveimceativados para que os programas de
controle de vetores tenham uma maior adeséo dasnedades locais. Dessa forma, o fato da
populacdo manifestar aceitacdo e interesse emautpieixes larvéfagos em substituicdo aos
inseticidas pode agregar valor a essa alternaéivaodtrole.

De qualquer forma o uso de peixes em depdsitosdl@ames € considerado, como
qualquer alternativa de controle bioldgico, deatliftxecucdo em larga escala em virtude da
descontinuidade das ac¢fes, da manuntencdo desses @& quarentema e pelas estruturas
dos programas de controle de vetores que na marte das vezes ndo esta preparada para
tais acoes integradas (GERBERICH; LAIRD, 1985; HA&Qal., 1993; RUSSELLet al.,
2001). O monitoramento dos depositos com peixesabecimento de sua biologia e habitos
poderia minimizar algumas adversidades (KOLDENKOWA/ILA, 1991; TAKAGI et al.,
1995). Outros fatores possivelmente complicadoaga p uso dessa alternativa sdo a grande
mortalidade que algumas espécies de peixes apaas@pids longas viagens e o canibalismo,
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que dificultam o armazenamento de um grande nurder@spécimens em reservatérios
(MOLLOY, 1924; HAQet al.,1993).

O fato de serem utilizadas espécies locais ou @mtsta diretamente relacionado as
condi¢des de cada pais. As espécies nativas afaeserais vantagens devido a adaptacdo as
condicbes locais, como clima (NEN@& al., 1985; OPS, 1994). Isto sugere que caso as
espécies exoticas se adaptem bem a essas conldicdissndo haveria problemas para sua
utilizacdo, desde que ndo fossem introduzidos eservatorios naturais. O peixgetta
splendens esta disperso por grande parte dos pequenos lagdagoas no Ceara
(CAVALCANTI, 2006). Essa dispersdo no nordeste dasB se deu, provavelmente, em
virtude de atividades como aquarismo e controleetieres (RECHI, 2008). Além disso, ja foi
citado como espécie exotica em grandes rios nal&sta Minas Gerais (MAGALHAES;
JACOBI, 2008).

Entretanto, os impactos dessa presenca ainda na@m favaliados em larga escala.
Alguns ictiologistas véem com preocupacao a utiipade peixes em habitats naturais, onde
eles ndo sdo nativos, em virtude do possivel datenpial para estes ecossistemas. Quando
se iniciou 0 uso de peixes para controle de massjuEiguns especialistas chegaram a
desincentivar, pois além do risco para 0 ecosssEsnpeixes poderiam esgotar 0s inimigos
naturais dos insetos (RUPP, 1996). O controle degmitos utilizando peixes larvofagos se
encontra entre 0os métodos bioldégicos que menosacadsnNos ao ecossistema, desde que
utilizados de forma adequada e respeitando o amebiena diversidade bioldgica local
(HERNANDEZ CONTRERASet al., 2005). Entretanto, segundo alguns autores, espécie
exodticas podem causar reducdo da fauna nativa tibeon para o declinio de algumas
espécies de anfibios. Trabalho de Laveteal(2001), mostrou que a presenca@ambusia
affinis em lagos naturais contribuiu para reducdo do noirderras Rana aurora draytonji
Esses anfibios foram menos ativos na presencaixiesggedadores (LAWLEIRt al.,2001).
Outro trabalho mostra que a presencaGimbusia affinisem rios perenes dos Estados
Unidos pode afetar negativamente a permanénciaseiorento populacional da espécie de
anfibio Hyla regilla (GOODSELLet al.,1999). A adaptacéo trofica € um fendbmeno comum
aos organismos em geral, com destaque para ossp&zgundo Quintans (2008) os peixes,
mesmo com preferéncia alimentar por larvas de mimsgem situacdes adversas podem se
alimentar perfeitamente de zooplancton e outrogaoiganismos existentes. Ressaltamos
que no Ceard os peixes vem sendo utilizados emsiepddomiciliares utilizados para
armazenar agua e ndo em reservatorios naturaiet&mb, deve-se chamar atencdo para as

condicOes de biosseguranca dessa alternativa ti®leobiologico.
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Por outro lado e com muito mais evidéncias exiatebem trabalhos abordando os
impactos ambientais do uso de larvicidas quimicosseticidas para controle de mosquitos
transmissores de doencas, nesses ambientes nafuigiiande limitagdo desses estudos se
deve principalmente a variagdo na biomassa e rigdezespécies sazonais existentes nesses
reservatorios naturais. Trabalho realizado naaltdostrou que o uso de larvicidas a base de
permetrina para controle do vetor da filariose mesem rios interferiu nas populacbes de
invertebrados e outras espécies nado-alvo. Entoetanpréprio autor considerou que seus
achados de efeitos adversos ao ambiente ndo foefimtilos em funcdo dessa variacao
biologica sazonal (CROSAL al.,2001). Trabalho de Mohsen e Mulla (1982) mostroe q
uso do larvicida FMC-45497 utilizado para contrdésSimuliumna concentracao de 0,01ppm
apresentou um impacto acentuado na fauna aqudaicagadnismos nao-alvo, com destaque
paraBaetis, Chironomidae, HydropsyckeOdonata Trabalho de Laskowslet al. (1999)
mostrou que o uso do larvicida Temefdos em ambienédgrais para controle de insetos
apresentou reducdo significativa (p<0,01) de espéchdo-alvo, como larvas de
Chironomidae Arshad e Mulla (1978) avaliaram o impacto aml@keptovocado pelo uso de
larvicidas em lagos recreativos. A utilizacdo don€&s (0,0092 ppm/ha) afetou a populacéo
de Cyclops sp O impacto sobre esses organismos nao-alvo foortapte e duradouro.
Trabalho de revisdo coordenado pela Agéncia Inteonal de desenvolvimento dos Estados
Unidos (2006) relatou a preocupagdo com 0 uso setiadas para controle de insetos,
principalmente no tocante a pulverizacdo com Cipénma em virtude dos operadores e
espécies ndo-alvo. Destacou a elevada toxicidad€igermetrina para peixes, abelhas e
outros invertebrados aquaticos sendo a CL50 0,082para truta arco-ires, 0,0018mg/L
para o peixe-lua. Desta forma, existe muito a studado em relacdo ao impacto de
intervencdes para controle de vetores em condigésais, o que nao foi o foco especifico
nesse estudo.

O uso de peixes como agentes de controle biolaipee ser incentivado, ndo como
uma solucao para o problema do dengue, mas utligadconsércio com outros métodos de
controle. No entanto, o uso dessa tecnologia deserdimitada a grandes reservatorios
domiciliares de agua, que sao muito relevantes padiferacdo doA. aegypti e
principalmente para producédo de pupas no nordeatéldiro. Desta forma, B. splendens
pode ser utilizado como alternativa de controleldgico em reservatérios domesticos
utilizados para acumular agua, principalmente axques de alvenaria, desde que a
concentracdo de cloro seja previamente conhecidestratégia de utilizacdo de apenas um
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espécime de peixe deve ser repensada pelos seddcsaide com o objetivo de viabilizar
uma maior permanéncia dos mesmos nos tanques.

Como limitacdes desse estudo destacamos o volumelgwositos utilizados para
avaliar o padrao de oviposicdo de fémeasAdeaegypti.Essa estratégia de utilizacdo de
aquarios apresenta como principal deficiéncia o & ndo reproduzir com precisdo 0s
depdsitos encontrados no ambiente natural ou dikemjaiom a complexidade que envolve
esses ambientes, com fatores como diversidadetdes arganismos, mobilidade dos peixes,
iluminacéo e a variacdo diaria na temperatura da.afgrabalho de Harringtogt al. (2008)
sugere que gquanto maior for o reservatorio maiod se probabilidade da existéncia de
predadores naturais e ainda que as fémeds degyptipreferem ovipor em depdsitos com
maior volume de agua, maior diametro e maior espei agua. Achados similares aos
encontrados por Bezerra (1999) no Ceara. Além dissno a temperatura e a umidade foram
constantes durante todos os experimentos sobrenpattamento de postura, a variacdo do
namero de ovos durante as semanas deveu-se, possite ao fato de os mosquitos nao se
encontrarem no mesmo estagio de maturidade e n&idte garantida a mesma idade para
todas as fémeas de mosquitos utilizadas no labaratém relacdo ao trabalho de campo
teriamos pelo menos duas possibilidades de avaliagdorimeira propondo um estudo
experimental onde a intervencao seria feita peksyjpisadores de campo, em condigoes
controladas e com inspec¢des mais freqientes aevae&ios. Uma segunda possibilidade,
gque optamos nesse trabalho, avaliou o uso do peixeondicbes normais do programa de
controle, sem intervencdo por parte dos pesquisad&issa estratégia apresenta importantes
limitacdes para avaliagdo dos motivos pelos quaigeixes ndo permaneceram nos depositos
e pelo tempo entre uma inspec¢ao e outra. Entretaptesenta dados fidedignos de como o
uso de peixes funcionava em condi¢cbes reais em aida@le de grande porte e com 0sS
problemas que sdo comuns a todos os programasittelepcomo caréncia de servidores no
campo, absenteismo, escasso material de cam@odéattansporte, tempo excessivo entre as
visitas domiciliares, falta de supervisdo, entrdrass Outros trabalhos de campo, em
condicBes mais controladas, devem ser realizadasnpaimizar as limitacdes desse trabalho
em virtude da opcéo que fizemos em utilizar dasgesirsdarios do Programa Municipal de
Controle do Dengue de Fortaleza.
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7 CONCLUSOES

- O peixeB. splendensuporta elevadas concentra¢des de cloro podemddilssado para
controle de mosquitos vetores de doencas em graedesvatorios domiciliares, como
alternativa ao uso de inseticidas quimicos.

- O peixeP. reticulatg apesar de apresentar expressiva capacidadedgaydfao suporta a
concentracdo de cloro existente nos reservatéuesrgcebem agua da Companhia de
Agua e Esgoto do Ceard (Cagece). Dessa forma,espgie de peixe ndo deve ser
utilizada como alternativa de controle bioldgico ldevas de mosquitos em depdsitos
domiciliares que contenham agua clorada.

- Depdsitos com a presenca do peesplendenparecem “repelir’ a postura de ovos por
fémeas gravidas d& aegypti Isso ndo ocorreu na presencaPdoeticulata Assim, 0 uso
do peixeB. splendengm reservatorios domiciliares pode contribuir parea busca por
outros reservatorios para oviposi¢cao e, conseguemie, uma maior dispersdo desse
vetor.

« O uso doB. splendensem condi¢cdes de campo, desde que 0 mesmo permaosca
depasitos foi mais eficaz que nos depdsitos emfajuadicionado o larvicida biolégico
Bti. Entretanto, nos depdsitos em que 0 peixe ndo grerceu, a infestacdo foi mais
elevada. Ou seja, em condi¢cdes em que ndo forvebsdéstar a permanéncia dos peixes
nos depdsitos parece mais viavel o uso de langadavencionais.

- Se os ciclos de visitas domiciliares forem realimadomo preconizado pelo Programa
Nacional de Controle do Dengue (PNCD), a cada duses, 97,6% dos peixes ainda
estariam presentes nos depoésitos, podendo segaaea suas condicdes e a necessidade
ou ndo de substituicdo do mesmo; fato que contigopara uma maior efetividade do uso
dos peixes.

- Os depositos que ofereceram as melhores condigiaspprmanéncia dos peixes foram
os tanques de alvenaria, localizados no peridamieibo nivel do solo, independente do
volume. Desta forma, os Programas Municipais derGlendo Dengue deveram priorizar
0 uso do peixd. splendensios depdsitos que apresentem essas caracterfsigague
essa alternativa de controle seja mais efetiva.
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ANEXO A - Parecer

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
Pr()-Reitoriarde Pos-Graduacio e Pesquisa
Comité de Etica para o Uso de Animais

PARECER

PROCESSO N° 052676064

PRINCIPAL PESQUISADOR: Luciano Pamplona de Goes Cavalcanti

O projeto tem como objetivo geral avaliar a capacidade de controlar formas imaturas de Aedes
aegypti com espécies de peixes utilizadas na rotina do Programa de controle da dengue no Estado do Ceara
e como objetivos especificos descrever a historia de utilizagio de peixes larvofagos como alternativa de
controle do A. aegypii no Ceara; medir a capacidade predatoria de formas imaturas do A. aegypti, das
espécies de peixe: Trichogaster trichop feros, Poecilia reticulata, Poecilia sphenqff. Betta splendens e
Aslyanix fasciatus; determinar o mimero de larvas consumidas por grama e por centimetro de peixe;
diferenciar o potencial predatério entre machos e fémeas de cada espécie; classificar as espécies quanto a

predagio e avaliar a capacidade das espécies de peixes utilizadas sobreviverem em dgua clorada,

O projeto esta bem escrito e fundamentado em uma extensa revisdo de literatura. A metodologia
encontra-se bem delineada e suas etapas estio detalhadas de maneira satisfatéria. Os peixes utilizados no
estudo serdo abrigados em ambiente apropriade ndo serdo submetidos a nenhum estresse alimentar e de
manejo, haja vista que dos quatro teores de cloro utilizados nos testes de sobrevivéncia dos peixes, apenas
o mais elevado (4,0 mg/L) encontra-se acima do limite de concentragio estipulado pelo Artigo 13° da
Portaria n® 1468 de 29 de dezembro de 2002 do Ministério de Saude, segundo o qual o teor maximo de
cloro residual livre em agua para consumo humano ndo deve ser maior que 2,0 mg/L. No caso de peixes
cultivados, segundo a literatura, algumas espécies de peixes podem sobreviver em agua com teores de cloro

residual de até 4,0 mg/L.

Assim sendo, s.mj., como o Processo encontra-se devidamente instruido com toda a

documentagiio exigida pelo Comité de Etica no Uso de Animais apensa ao mesmo, somos de parecer

favoravel a sua aprovagio.

Fortaleza. 17 de outubro de 2003

7 =
/ vy ‘%- A"
Paof. Josz Mirio Gurka Alrew
Presidente CEUA-ULCE
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ANEXO B - Teste

DOUTORADO EM CIENCIAS MEDICAS
Aluno responspavel: Luciano Pamplona de G. Cavalcanti

Teste de resisténcia do peixe Bsfta splendens a trés diferentes concentragfes de cloro

Mimero de peixes vivos apds exposicio ao cloro na concentragdo de 1,00
mg/litro, durante um periodo de 24 horas.

. Vivos apo Concentragao de Cloro

Testes e de peixes | O P Inicial Apos 24 horas
Exparimenio 1 1 1,00
Experimento 2 1 1,00
Experimento 3 1 1,00
Exparimento 4 1 1,00
Exparimento 5 1 1,00
Experimento 6 1 1,00
Experimento 7 1 1,00
Experimento 8 1 1,00
Experimento 9 1 1,00
Experimento 10 1 1,00
Exparimenio 11 1 1,00
Experimenta 12 1 1.00
Experimento 13 1 1,00
Experimento 14 1 1,00
Experimenta 15 1 1.00
Experimento 16 1 1,00
Experimento 17 1 1,00
Experimento 13 1 1.00
Experimento 19 1 1,00
Experimento 20 1 1,00
Experimenta 21 1 1,00
Experimento 22 1 1,00
Experimento 23 1 1,00
Experimento 24 1 1.00
Experimento 25 1 1,00
Experimento 26 1 1,00
Experimento 27 1 1,00
Experimento 28 1 1,00
Experimento 29 1 1,00
Experimento 30 1 1,00
Tota 30 0 1.00 D.00

Controles n® de peixes Vivos apos Concentragao dE,l Cloro
24 horas Inicial Apos 24 horas

Controle 1 1 1,00
Controle 2 1 1,00
Controle 3 1 1,00
Controle 4 1 1.00
Conirole 5 1 1,00
Tota B 0 1.00 0,00
Diata da realizagio dos testes:
Lote deteste: 10 ) 20 1 3
Inicio dia: as nOras
Leitura dia: as noras
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Summary

The presence of pathogens or predators in water may alter oviposition behaviour of gravid female Aedes

aegypti mosquitoes. We evaluated the oviposition behaviour of A. aegypti in recipients containing
larvivorous fish (Betta splendens and Poecilia reticulata). In four breeders, fish specimens were placed
in 15 | of dechlorined water. Four control breeders only contained dechlorined water. Breeders with
eucatex ovitraps and approximately 100 male and female mosquitoes were placed in wire netting
cages. During a period of 7 weeks, eggs on the ovitraps were counted weekly. The median number of
eggs laid in recipients with B. splendens (32.5/week) was lower than in those with P. reticulata
(200.5/week) and the control group (186.5/week; P < 0.0001). The oviposition activity index (OAI)
for P. reticulata did not show any considerable difference between posture in deposits with and
without fish (-0005). Deposits with B. splendens showed a lower position than those used as controls
(-0627). We conclude that B. splendens can be used to effectively prevent gravid A. aegypti females

from laying eggs in large water containers.

keywords Aedes aegypti, larvivorous fish, oviposition, biological control, Betta splendens,

Poecilia reticulata

Introduction

Dengue fever is one of the most prevalent vector-
transmitted diseases in the world and poses a heavy
economic cost to health systems and societies (Suaya et al.
2009). Aedes aegypti, the main vector, uses domestic
containers or recipients capable of accumulating water as
breeding sites. In the last 40 years, dengue fever control has
mainly been based on the reduction of breeding sites and
chemical control focused on adult stages. The latter has
become restricted due to emerging resistance of the
mosquito against chemical insecticides (Lima ez al. 2003)
and negative impact of large-scale insecticide use on the
environment (Iyaniwura 1991). Clearly, alternative vector
control methods are needed.

Despite the strenuous efforts of the Brazilian Ministry of
Health, periodical occurrences of dengue epidemics could
not be prevented. For example, in 2002 more than 800 000
dengue fever cases were reported in Brazil, with 150 deaths
from Dengue Hemorrhagic Fever (Braga & Valle 2007).

Several studies have shown that predators, bacteria,
plants, insects, copepods, synthetic organic repellents and

© 2009 Blackwell Publishing Ltd

amphibians may affect oviposition site selection of mos-
quitoes (Ikeshoji & Mulla 1970; Osgood & Kempester
1971; Kramer & Mulla 1979; Chesson 1984; Bentley &
Day 1989; Isoe et al. 1995; Torres-Estrada et al. 2001;
Mokany & Shine 2003; Zahiri & Mulla 2004; Xue et al.
2006; Van Dan & Walton 2008). Mechanisms for predator
detection by insects may involve tactile, visual or chemical
stimuli (Angelon & Petranka 2002).

In natural reservoirs, fish reduced oviposition by gravid
Aedes taeniorhynchus females (Ritchie & Laidlaw-Bell
1994), but the effect of larvivorous fish on the choice of
oviposition sites by A. aegypti female has been rarely
investigated. Although studies suggest that egg-laying
mosquitoes use chemical signals to detect fish, no con-
trolled laboratory studies have been performed to confirm
this assumption (Van Dan & Walton 2008). Larvivorous
fish are particularly interesting in this context, as they are
also used in large domestic containers as an alternative
biological control against A. aegypti larvae (Phuanukoon-
non et al. 2005; Pamplona et al. 2007). Here we studied
whether the presence of larvivorous fish in domestic
containers inhibit female A. aegypti from laying eggs.
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Materials and methods

Fish species tested were Poecilia reticulata (Poeciliidae)
and Betta splendens (Anabantidae). Both species are
commonly encountered in lakes, rivers and reservoirs in
northeast Brazil and are known to feed on Aedes larvae
(Lardeux er al. 2002; Gosh et al. 2004; Pamplona et al.
2007).

We used young female fish. The fish were fed with
commercial fish diet before the experiments and were not
fed during the week of testing. At the end of each week,
specimens were replaced. Mean size of B. splendens was
3.65 cm (range: 3.47-3.83 cm) and mean weight 0.623 g
(range: 0.486-0.776 g). Mean size and weight of
P. reticulata was 2.88 cm (2.21-3.41 cm) and 0.276 g
(0.172-0.292 g), respectively.

In wire meshed cages (6 m?), we placed a population
of approximately 100 mosquitoes (males and females)
and eight containers with eucatex strips, facilitating
oviposition. In four containers (each with 15 1 of
dechlorined water), a specimen of P. reticulata was
placed, additional four containers contained only water
and were used as negative controls. The test was repeated
under identical conditions with B. splendens and a
respective control.

At the end of each week, eggs laid on the strips were
counted, using a dissecting microscope. In addition, con-
tainers were checked for larvae which were counted and
removed. Then, strips were replaced. The tests were
continued for a period of 7 weeks.

During the experiments, mosquitoes were fed daily with
sugared water, and quails (Nothura maculosa) were used
as a source of blood. Each week, the mosquitoes were
replaced. The containers were kept at a temperature of
28 = 4 °C and 80% = 5% relative humidity.

Data were entered and analysed using STATA software,
version 9.2 (Stata Corporation, College Station, TX,
USA). As the number of eggs encountered in the
containers did not follow a normal distribution, medians
and interquartile ranges are given. The Wilcoxon’s rank
sum test was used to compare groups. The median
numbers of eggs deposited in one breeder over time were
compared with the Kruskal-Wallis test. We calculated
the ovipositional activity index (OAI) over time for each
fish species. The OAI is a measure to assess the influence
of treatment to gravid mosquitoes and is calculated as
(NT-NC)/(NT+NC) where NT is the number of eggs
laid in test group and NC the number of eggs laid in
control group (Kramer & Mulla 1979; Van Dan &
Walton 2008). An OAI of zero indicates no difference
between test and control, whereas values <0 indicate
reduced oviposition.
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Results

In total, 34 861 eggs were laid — 6892 and 14 883 in
containers with B. splendens and P. reticulata, respectively,
and 13 086 in the control containers. Figures 1 and 2 detail
median number of eggs laid by female A. aegypti in
containers with B. splendens and P. reticulata, respectively,
as compared to the control group.

The median number of eggs laid weekly in the containers
with B. splendens was significantly lower (median = 32.5)
than in the containers without fish (186.5; P < 0.0001).
P. reticulata did not reduce the median number of eggs
deposited, as compared to the control (median = 200.5 and
233; P = 0.5). In containers without fish, the median
distribution of the number of eggs deposited varied
significantly from week to week during the observation
period (P = 0.005), but not in the containers with
B. splendens (P = 0.3) and P. reticulata (P = 0.8).

6007 g splendens —— Without fish
400+
200
L——/P\L\ﬁ\l/l\*

Week 1 Week2 Week3 Week4 Week5 Week6 Week7Week1to7

Figure | Median number of eggs laid per week by Aedes aegypti
in containers with the fish Betta splendens, as compared to negative
control. Vertical bars indicate median and interquartile ranges.

600, —* P.reticulata —— Without fish

|

-

400+

200+

Week 1 Week2 Week3 Week4 Week5 Week6 Week7Week 1to7

Figure 2 Median number of eggs laid per week by Aedes aegypti
in containers with the fish Poecilia reticulata, as compared to
negative control. Vertical bars indicate median and interquartile
ranges.

© 2009 Blackwell Publishing Ltd
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The OAI for P. reticulata revealed no considerable
difference between posture in deposits with and without
fish (-0.005), whereas deposits with B. splendens showed
a lower position than those used as controls (-0.627).

Discussion

Our experiments show that the presence of B. splendens
reduced the number of eggs deposited in domestic con-
tainers under laboratory conditions. The OAI indicates
that female A. aegypti prefer not to place eggs in deposits
with B. splendens. In contrast, P. reticulata did not reveal
any effect on oviposition by A. aegypti.

There may be several reasons why female Aedes
mosquitoes do not deposit eggs in containers with natural
predators. First, female A. aegypti may prefer containers
with a lower density of larvae and those not containing
larvae are either malnourished, infected by certain patho-
gens, or both (Zahiri & Rau 1998; Serpa et al. 2008).
Secondly, gravid mosquitoes may detect the presence of
fish in water reservoirs by both visual and chemical means
(Petranka & Fakhoury 1991; Phuanukoonnon et al. 2005).
One study shows that there is no significant difference
between the oviposition of gravid females of A. aegypti in
deposits with Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) and
copepods. The OAI was 0.16 and 0.15, respectively
(Rodriguez et al. 2007). Similar results were found for
A. albopictus under field conditions (Stoops 2005).
Mesocyclops longisetus in water reservoirs can serve as an
attractive for oviposition (Torres-Estrada et al. 2001).
Bacterial metabolites present in cultivations of Bti have
also been suggested to attract A. aegypti (Ikeshoji et al.
1979). In fact, bacterial decomposition of organic material
in water frees certain volatile compounds stimulating
oviposition by gravid female mosquitoes (Poonam et al.
2002). The presence of M. longisetus in water reservoirs
also appears to attract gravid A. aegypti females (Torres-
Estrada et al. 2001).

Poecilia reticulata has a strong capacity for eating larvae.
In terms of weight and size, B. splendens proved capable of
eating 523 larvae per gram of weight per day (Gosh et al.
2004; Pamplona et al. 2007; Raisah & Ramli 2007).

The effectiveness of larvivorous fish in controlling
mosquitoes may be compromised if adult mosquitoes
respond to predatory fish in water tanks by shifting to
nearby breeding sites without fish (Angelon & Petranka
2002). However, in northeast Brazil, large domestic water
tanks are the most important breeding sites. Thus, it may
be preferable that mosquitoes will place eggs in other
smaller deposits that are focus of education campaigns and
can be removed mechanically. In addition, the use of fish in
water containers reduces the use of chemical larvicides

© 2009 Blackwell Publishing Ltd

such as temephos which is commonly used in this type of
breeding sites.

In natural reservoirs, fish may reduce oviposition by
gravid A. taeniorbynchus females (Ritchie et al. 1994). On
the other hand, derived insecticides such as spinosad,
temephos granule and the bacterial insecticide VectoBac
12AS did not reduce oviposition by gravid A. aegypti at the
usual concentrations (Pérez et al. 2007).

Perception and acceptance of local communities
regarding this alternative of biological control may also
influence the impact of large-scale programs and needs to
be assessed. Another limiting factor is the high mortality
some species present after long journeys, and cannibal-
ism, which makes the storage of large numbers of
specimens difficult (Haq et al. 1993). Future studies will
have to confirm the potential of B. splendens against
oviposition of female A. aegypti under field conditions,
and to assess the long-term effect. Other experiments
will have to confirm the laboratory-based results under
field conditions. We conclude that in addition to its
impressive larvivorous activity, B. splendens may be used
to inhibit A. aegypti from oviposition in large domestic
containers.
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Survival of Larvivorous Fish Used for Biological Control of
Aedes aegypti Larvae in Domestic Containers With Different Chlorine
Concentrations
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ABSTRACT The two fish species Betta splendens (Regan) and Poecilia reticulata (Peters) are known
predators of Aedes aegypti (L., 1762) larvae. Both species have been used for biological control in
northeastern Brazil. However, the feasibility of these fish for the control of Ae. aegypti larvae in
domestic containers may be limited by their survival in chlorinated water, as supplied by the public
water system. We exposed fish to three different concentrations of chlorine: 1, 1.5, and 2.0 mg/liter.
All B. splendens survived at 1.0 mg/liter chlorine concentration; 72.5 and 39.3% of B. splendens survived
chlorine concentrations of 1.5 and 2.0 mg/liter, respectively. In contrast, only 4.4% of P. reticulata
survived at a chlorine concentration of 1.0 mg/liter. We conclude that B. splendens may be an
appropriate species for biological control of Ae. aegypti in domestic water tanks.

KEY WORDS dengue, Aedes aegypti, prevention, biological control, chlorine

In Brazil, the high incidence of dengue fever and the
severity of complicated forms have led to its control
being one of the main public health priorities. The
Brazilian Dengue Control Program is based on health
education, community participation, chemical control
of adults, and biological or chemical control of imma-
ture forms of the vector Aedes aegypti (L., 1762)
(Braga and Valle 2007). For biological vector control,
larvivorous fish have been used successfully in the
control of Anopheline larvae at natural breeding sites
(Sharma et al. 1997), and to a lesser extent in the
control of Ae. aegypti larvae at domestic breeding sites
(Martinez-Ibara et al., 2002). In the northeastern Bra-
zilian state of Cear4, the Dengue Control Program has
recently used five species of non-native larvae-eating
fish (Betta splendens, Trichogaster trichopteros, Asty-
anax fasciatus, Poecilia sphenops, and Poecilia reticu-
lata) to combat Ae. aegypti larvae (Pamplona 2006).
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Among other factors, the usefulness of larvae-eating
fish as a biological control measure against Ae. aegypti
depends on the survival of fish in the breeding sites,
range of temperature, and salinity of water (Mohamed
2003, Vargas 2003, Ghosh and Dash 2007). In case of
short survival time, there will be the need for frequent
inspections of containers and replacement of speci-
mens, resulting in increased costs. However, there are
no data available on resistance of larvae-eating fish to
chlorinated water, within the limits of chlorine levels
in the water supplied by public systems. Here, we
provide data on the survival of B. splendens and P.
reticulata, two species with known high larvivorous
activity (Pamplona et al. 2007), to different concen-
trations of chlorinated water. These species are com-
petent predators, being capable of ingesting 100-400
larvae during a 24-h period (Pamplona et al. 2007).

Materials and Methods

This study was conducted at the Laboratory of En-
tomology, Department of Community Health, Federal
University of Ceara (Fortaleza, Brazil). The study was
approved by the Animal Ethics Committee of the State
University of Ceard under Process no. 05267606-4.

In Brazil, supplied tap water is treated at a large
scale using chlorine gas. In this experiment, chlori-
nated water was prepared by adding calcium hypo-
chlorite to distilled water. B. splendens and P. reticulata
fish were exposed to three different concentrations of
chlorinated water (1, 1.5, and 2 mg/liter). These con-
centrations were selected to provide the upper range

0022-2585/09/0841-0844$04.00/0 © 2009 Entomological Society of America
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Table 1. Survival of B. splendens and P. reticulata fish 24 h

after exposure to three different concentrations of chlorine

B. splendens P. reticulata

Initial
chlorine £ q Survival E d Survival
Xpose Xpose:
concen P %  9s%Cl T %  95% Cl
0.0 mg/liter 60 100 94-100 15 100  78,2-100
(control)
1.0 mg/liter 90 100 96-100 90 44 12-109
1.5 mg/liter 120 72.5 63.6-80.3
2.0 mg/liter 150 39.3 31.5-47.6

of chlorine concentrations found in the Brazilian wa-
ter supply systems. Brazilian Ministry of Health reg-
ulations define minimum and maximum concentra-
tions of 0.2 and 2.0 mg/liter, respectively (Brazilian
Ministry of Health 2004). The public water supply
system of Fortaleza, the capital city in northeastern
Brazil where the studies were carried out, ranges be-
tween 0.55 and 1.83 mg/liter (CAGECE 2007).

Fish were exposed in uncovered 70-liter drums.
Each drum contained water with the respective chlo-
rine concentration and one specimen of B. splendens
or P. reticulata, respectively. Due to limitation of
space, experiments were performed in sets of 30 test
drums and five control drums and then repeated twice
(concentration of 1 mg/liter), three times (1.5 mg/
liter), and four times (2.0 mg/liter), respectively, re-
sulting in 90, 120, and 150 test drums and 15, 20, and
25 control drums for each fish species. We expected
that the proportion of surviving fish would decrease
with increasing chlorine concentrations; thus, we in-
creased the number according to chlorine concentra-
tions, ensuring more precise estimates. Control drums
contained unchlorinated tap water and the respective
fish.

Chlorine concentration was measured at the start of
the experiment by using a digital TRACER PockeTester
Total Chlorine (LaMotte Co., Chestertown, MD). Water
temperature was maintained constantly between 26 and
27°C. Chlorine concentration was measured again after
24 h. The live specimens exposed to chlorine were
counted 24 h after exposure and monitored in the lab-
oratory for an additional period of 3 wk. We considered
alive those fish that survived the entire period without
changes in behavior. Tests were done at a temperature
of 28 = 4°C and 80 * 5% RH.

Proportions of surviving fishes and exact binomial
confidence intervals were estimated for each chlorine
concentration. Difference of survival at different chlo-
rine concentrations was assessed by analysis of vari-
ance.
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Results

The proportions of B. splendens and P. reticulata
surviving 24 h under different chlorine concentrations
are presented in Table 1. All B. splendens survived an
initial concentration of 1.0 mg/liter; 72.5 and 39% B.
splendens survived chlorine concentrations of 1.5 and
2.0 mg/liter, respectively. The proportion of surviving
B. splendens decreased significantly with increasing
chlorine concentrations (P < 0.001).

Only a few P. reticulata survived a chlorine concen-
tration of 1.0 mg/liter (Table 1). As this proportion
was low, higher chlorine concentrations were not fur-
ther tested for this species.

Table 2 depicts the concentration of residual chlo-
rine after 24 h. With an initial concentration of 1.00
mg/liter, the residual median amount of chlorine was
0.03 mg/liter, and at an initial concentration of 2.00
mg/liter, median concentration was 0.6 mg/liter
after 24 h.

Discussion

Larvivorous fish can be an important component in
vector control programs (Ghosh and Dash 2007). To
be used for biological control of insect larvae in large
tanks, a fish species should be small; capable of eating
a large number of larvae; have preferences for eating
larvae of the target insect; and show resistance to
confinement, high temperatures, variation in pH; and
high concentrations of chlorine (Vargas 2003). Other
studies considered cultural acceptance by local com-
munities as another important factor (Haq et al. 1993,
Russell et al. 2001). Approximately 250 fish species
have been tested in different countries for the control
of insect larvae (Gerberich and Laird 1985). Most of
these studies deal with the control of Culicine and
Anopheline mosquitoes in natural breeding sites and
do not consider concentrations of residual chlorine in
water. In the 1980s, Gerberich and Laird (1985) con-
sidered the use of larvae-eating fish in domestic tanks
as not feasible, due to the lack of knowledge of the
biology of the species (Gerberich and Laird 1985).

The species P. reticulata and B. splendens survive
better at a pH between 6 and 8 (Bheema et al. 1982,
Castro and Casatti 1997, Mullica and Krisanadej 2001).
This variation in pH falls within the acceptable limits
for human consumption of water. In Brazil, public
water supply systems are supposed to offer water with
a pH between 6 and 9.5 (Ministry of Health of Brazil,
Decree no. 518/2004). Under these circumstances, pH

Table 2. Initial and final chlorine concentration after 24 h in test drums with B. splendens and P. reticulata fish
Initial Final chlorine concn (mg/liter)
chlorine B. splendens P. reticulata
concen No. drums Median Min. Max. No. drums Median Min. Max.
1.0 mg/liter 90 0.03 0 0.12 90 0.02 0 0.06
1.5 mg/liter 120 0.40 0.17 0.92
2.0 mg/liter 150 0.58 0.20 0.87
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is not expected to be a limiting factor for the use of fish
in domestic water tanks.

In our study, B. splendens, an impressive predator of
Ae. aegypti larvae, survived at 1.0 mg/liter chlorine
concentration with no apparent discomfort, and ~75%
survived to a chlorine concentration of 1.50 mg/liter.
Other fish species have been described to survive
these concentrations. Mohamed (2003) showed under
laboratory conditions, that Oreochromis spilurus spi-
lurus tolerated concentrations up to 1.0 mg/liter. The
species Clarias fuscus tolerated chlorine concentra-
tions of up to 4.0 mg/liter (Neng et al. 1987).

In the current study, P. reticulata had a low survival
rate in chlorinated water, similar to previous findings
(Elas et al. 2004). In that study, the two species (P.
reticulata and P. sphenops) did not survive at concen-
trations =0.50 mg/liter. Other studies from EI Salva-
dor demonstrated that after 4-h exposure, concentra-
tions >0.6 mg/liter were 100% lethal for Poecilia sp.
Even if the concentration of chlorine decreased over
time, the effect of the initial exposure to a concen-
tration of 0.60 mg/liter was irreversible (Elas et al.
2004).

An operational report of the Sewage and Water
Company of Cear4, the sole distributor of tap water to
the city of Fortaleza, showed that in >8,000 samples
chlorine concentrations ranged from 0.55 to 1.83 mg/
liter (CAGECE 2007). All Betta fish survived at a
concentration of 1 mg/liter, but only 73% of the spec-
imens survived a chlorine concentration 1.50 mg/liter,
which would reduce its viability for use in biological
control programs. However, it is not known how chlo-
rine concentrations of tap water in Fortaleza oscillate
over time and whether fish would survive short-term
increases of chlorine. In addition, chlorine concen-
tration varies with release location. More detailed
studies are needed assessing survival of Betia fish in tap
water under field conditions. Our data further show
that P. reticulata is clearly not an adequate candidate
fish species for use in domestic water tanks provided
with tap water. A high mortality of these fish would
increase the number of inspections and consequently
raise the costs of the program.

If the use of larvae-eating fish is accepted by local
communities, a considerable reduction of costs of den-
gue fever control is to be expected (Bheema et al.
1982). In a historical report from Nicaragua, Molloy
(1924) mentioned that a local population adapted
quickly and even replaced fish when they died. In
Somalia, larvae-eating fish used for malaria control in
brick tanks showed an acceptance rate of >80% in a
local community (Mohamed 2003). The use of bio-
logical agents to control insect larvae was also well
received in Costa Rica, because it was an alternative
that could be applied by children (Conejo et al. 2000).
In Mexico, others concluded that fish were well ac-
cepted by the community because people feel familiar
with fish, unlike copepods and Hemiptera, which have
been used as biological control alternatives (Mar-
tinez-Ibara et al., 2002). In Brazil, a good cultural
acceptance of B. splendens fish has been reported from
a small municipality in the northeast (Frutuoso 2006).
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Clearly, the use of fish as biological control agents
should be stimulated alongside other control methods.
The use of this alternative in the domestic environ-
ment is limited to large tanks, which are very relevant
in the proliferation of the Ae. aegypti in northeastern
Brazil. Biological control should be encouraged due to
the reduction in the consumption of chemical insec-
ticides and the possibility of greater involvement of
local communities in the integrated program for vec-
tor control, and consequently lower cost. In conclu-
sion, our data show that B. splendens may be suitable
for biological control of Ae. aegypti in large domestic
water reservoirs, in areas where concentration of chlo-
rine in tap water does not exceed 1.00 mg/liter.
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