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Capitulo 1

INTRODUCAO

Seguindo a filosofia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) — salvaguardar a
saude da populagdo mediante o controle dos produtos e servicos sujeitos a vigilancia sanitaria e
garantir que os mesmos sejam adequados aos fins propostos — é que este trabalho foi desenvol-
vido, em conjunto com representantes do setor regulado, comunidade cientifica e laboratérios
habilitados pela Rede Brasileira de Laboratérios Analiticos em Satde (Reblas), com o objetivo de
preencher uma lacuna existente no pais e no mundo: protocolos padronizados para avaliacdo da
eficacia de produtos desinfestantes.

Se a seguranca dos produtos advém do conhecimento de suas caracteristicas toxicologi-
cas, a comprovacao da adequacao para os fins propostos é feita por meio dos testes de eficacia.

Séo considerados produtos desinfestantes aqueles cuja venda é feita diretamente ao con-
sumidor ou a empresas especializadas e que se destinam a aplicagdo em domicilios e suas areas
comuns, no interior de instalacbes, em edificio publicos ou coletivo e seus ambientes afins, para
o controle de insetos, roedores e outros vetores incdmodos ou nocivos a saude; incluem-se entre
esses produtos, ainda, aqueles de venda livre para aplicacdo em jardins residenciais e plantas
ornamentais (cultivadas sem fins lucrativos), a fim de controlar pragas e doencas, bem como
aqueles destinados a revitalizagcdo e embelezamento das plantas.

A evolucdo da regulamentacdo sanitaria para os produtos desinfestantes culminou, em
1997, com a publicacdo das Portarias n® 321 e 322 (a primeira delas revogada pela Resolucdo da
Diretoria Colegiada - RDC n® 326, de 7 de dezembro de 2005), que passaram a ser as principais
ferramentas para a concessdo do registro e suas alteracbes para esse tipo de produto. Tais
atribuicoes sao competéncia da Geréncia-Geral de Saneantes (GGSAN) da Anvisa.

Os testes de eficacia sao definidos como aqueles executados em laboratério ou em cam-
po, em condicdes padronizadas, com o fim de comprovar a capacidade dos produtos para o
controle de pragas urbanas e de jardim.

Até o momento da publicacdo da primeira revisdo deste manual, o Brasil ndo possufa
protocolos para testar estas categorias de produtos nem parametros para estabelecer variagcdes
dos resultados dos testes de um laboratoério para outro, dificultando, assim, o estabelecimento
de critérios para aceitacdo dos mesmos de acordo com as finalidades apregoadas para estes
produtos.

A padronizacdo envolve o estabelecimento de variaveis criticas para um dado teste, como
por exemplo:

v' numero de espécimes por teste.
v' numero de repetigdes.

v' forma fisica dos produtos.
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v'adogao de um produto padrdo para verificar a suscetibilidade/resisténcia da popu-
lacdo exposta ao teste.

v local e data de aplicacéo.
v' dose e modo de aplicacdo.
v" modo de criacdo das pragas.

V' espécies representativas para a realizagdo dos testes, dentre outros.

As pragas mais representativas do ponto de vista de satde publica, no momento da exe-
cucao deste trabalho, constam em cada um dos protocolos a seguir.

Isto ndo quer dizer que os produtos devam apresentar eficicia apenas frente a elas, fi-
cando a critério dos fabricantes a apresentacdo de testes comprobatérios complementares, no
momento da regularizacdo do produto, executados através de metodologias validadas e reco-
nhecidas oficialmente.

Nas tabelas 1 e 2 constam algumas pragas intra e peridomiciliares mais significativas do
ponto de vista de ocorréncia.

TABELA 1: PRAGAS URBANAS (INTRA E PERIDOMICILIARES)

ESPECIE NOME CIENTIFICO NOME COMUM

Dermatophagoides farinae

Acaro Tyrophagus putrescentiae Acaro doméstico

Blattella germanica Barata francesinha ou alema
Barata .........................................................................................
Periplaneta americana Barata de esgoto
Broca Lyctus spp & Anobiun spp Broca de madeira seca
. Triatoma spp, Rhodinius spp e :
Barbeiro 42 . 42 Barbeiro
Panstrongylus megistus
Borrachudo Simulium pertinax Borrachudo
Rhipicephalus sanguineus Carrapato dos caes
Carrapato .........................................................................................
Boophilus micropulus Carrapato bovino
8 Manual de Testes de Eficacia Anvisa
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ESPECIE

Formiga

Anvisa

NOME CIENTIFICO NOME COMUM

Coptotermes gestroi Cupim de solo
.............. C,yptotermessppCup,mdemade|raseca
.............. Nasut,termessppCup,mdeso|o
................... ptyusserru/atusEscorp|éoamare|o
.................. Tgah,ens,sEscorp|gomarrom
"¢ Monomorium pharaonis & floricola | Formiga farad

Solenopsis sevissima & invicta Formiga lavapé
.............. CamponowssppFormlgacarpmte'ra
L,nep,themahum,/e ..................... Formlga ar gentma ........
"""" Tapinoma melanocephalum  ©  Formiga fantasma
.................. Muscadomest,caMosca
"""""""" Culex quinquefasciatus  : Mosauito/pernilongo comum’

Mosquito da dengue e febre :

amarela
Anophe/esspp ...................... Mosqwmdamalana .......
............. Ctenocepha/’des fe/,s fehspu|gadosgatos
........... Ctenocepha/,descan,spu|gadoscaes
Mus musculus Camundongo
Rattus rattus Rato de telhado
Rattus norvegicus Rato de esgoto (ratazana)
"""""" Tinea pellionella & bisselliella  © Traca de parede (casulo)
............. LeplsmasaCChannaTragadOS“WOS
Manual de Testes de Eficacia 9
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TABELA 2: PRAGAS DE JARDIM

ESPECIE NOME CIENTIFICO NOME COMUM
; Tetranychus urticae Acaro rajado
Acaro ettt ettt ettt ittt e R ERRERRERRER
Polyphagotarsonemus latus Acaro branco
Diabrotica spp
BeSOUI’O .................................................................................

: Achatina fulica e Biomphalaria . .
: : Caramujo-gigante-africano

Australorbius spp, Helix

: (espécie exdtica) e caracois
Caracol : aspersa,
Bradyboena similaris, L )
) (espécies Brasil)
Bulimulus spp
Stenogyra spp
Cochonilha Planococcus spp e Orthezia Cochonilha
Acromyrmex spp Formiga-quenquém
Formiga cortadeira .................................................................................
Atta spp Salva
Schistocerca spp e
Gafanhoto RR Gafanhoto
Rhammatocerus spp
Lagarta Brassolis spp Lagarta das palmeiras
Limax spp, Phyllocaulis spp
Stronpheicheilus oblongus,
: Sarasinula :
Lesma B R R E Lesmas terrestres
langsdorfii e Sarasinula ~ :
linguaeformis,
Veronicellidae (familia)
Mosca das frutas Anastrepha spp, Ceratitis spp Mosca das frutas
, Nezara viridula e Leptoglossus : Percevejo verde (maria fedida) :
Percevejo 3 ........................................
SPp :  Percevejo-do-maracuja
Pulgao Aphis spp Pulgao
Tripes Frankliniella spp Tripes
10 Manual de Testes de Eficacia Anvisa
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Capitulo 2

TESTE DE EFICACIA PARA ISCAS
BARATICIDAS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de baraticidas sob a
forma de isca.

2. DEFINICOES

2.1. Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3s.

2.2. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema celu-
lar, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas ecolégi-
cos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.3. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Arena de superficie lisa, ndo porosa, inerte, com dimensdes de Tm x Tm x 10cm de
altura, com o abrigo colocado em uma extremidade e a isca e a dieta em placa de Petri
colocadas na outra extremidade, com agua, de acordo com a Figura 1:

FIGURA 1
Alimentos Produto

@, O

Agua Agua

()

Abrigo

3.2. Racéo para cachorros adultos.
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3.3. Sistema-teste:

3.3.1. Blatella germanica, adultas, 3 a 4 meses, criadas em biotério com temperatura e
umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas em jejum por, no minimo, 48 horas antes do estudo.

3.3.2. Blatella germanica, ninfas de 3°e ou 4° instares, criadas em biotério com tempera-
tura e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas
com dieta especifica e aclimatadas em jejum por, no minimo, 48 horas antes do
estudo.

3.3.3. Periplaneta americana, adultas, 6 a 8 meses, criadas em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas em jejum por no minimo 12 horas antes do estudo.

3.4. Termohigrémetro.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

41. Geral
4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1. Quatro repeti¢des por tratamento com a substancia teste e um controle.
4.1.2. Numero de individuos por repeticdo:
4.1.2.1.  Periplaneta americana adultas, 50% machos e 50% fémeas: 10 (dez);
4.1.2.2  Blatella germanica, sendo 50% machos e 50% fémeas: 20 (vinte);
4.1.2.3  Ninfas de Blatella germanica, de 3° e ou 4° instares: 20 (vinte).
4.2. Especifico
4.2.1. Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C, e a umidade relativa
entre 50 e 70%.
4.2.2. Inserir no interior da arena a substancia-teste, na dose recomendada pelo fabri-
cante, e a racdo, conforme demonstrado na Figura 1.
4.2.3. Introduzir a espécie do sistema-teste, separadamente, préximo ao abrigo.
4.2.4. Realizar leituras de mortalidade em até 72 horas, ou de acordo com a recomen-
dacdo do fabricante.

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatério se o valor médio da mortalidade, calculado pela
férmula de Abbot, for de 90+10% em até 72 horas ou no tempo estabelecido pelo fabricante.

12 Anvisa



Capitulo 3

TESTE DE EFICACIA PARA
REPELENTES SOBRE MOSQUITOS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliagdo da eficdcia de produtos repelentes,
sob a forma de espirais e volatilizantes liquidos e em pastilhas, com ou sem efeito knockdown.

2. DEFINICOES

2.1. Knockdown: posicdo em que o inseto se encontra, sob efeito do produto aplicado, tom-
bado sobre a superficie.

2.2. KT50: tempo que 50% da populacdo dos insetos testados leva para ser afetada pela
substancia-teste.

2.3. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema celu-
lar, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas ecolégi-
cos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.4. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldgica ou biotecnolégica, formulagdo ou
metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Camara de teste com volume de 5,8 m3 (Peet-Grady), sem fluxo forcado de ar.
3.2. Camara — teste em vidro de espessura minima de 0,5 cm, com dimensdes de 70 x 70 x
70 cm.

3.3. Termohigrémetro.

3.4. Balanca analitica ou semi-analitica.
3.5. Ventilador a pilha.
3.5. Recipiente plastico (diametro de 9,5 cm e altura de 4,5 cm).
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3.6.
3.7
3.8.

Detergente alcalino.
Solucdo de acetona: 10% v/v (volume por volume) de acetona em éalcool etilico.
Sistema-teste:

3.8.1.

3.8.2.

Aedes spp, adultos com idade entre 3 e 5 dias, criados em biotério com tempe-
ratura e umidades controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente).

Culex quinquefasciatus, adultos com idade entre 2 e 3 dias, criados em biotério
com temperatura e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamen-
te), alimentados com dieta especifica e aclimatados por no minimo 12 horas
antes do estudo.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.

4.2.

Geral

4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticoes para o tratamento com a substancia teste e um con-

trole por espécie.
4.1.1.2.  Numero de individuos/espécies por repeticdo: mosquitos — 50 (cin-
qlenta) fémeas.

4.1.2. A camara deve ser limpa, entre cada teste, com detergente alcalino, seguido de
enxagle com agua e exaustao.

4.1.3. Devera ser realizada uma validacdo, antes de conduzir o primeiro teste do dia,
através de um teste em branco para verificar a ocorréncia de knockdown dos in-
setos testados na cadmara. Este ensaio, realizado com 20 individuos fémeas, ndo
pode apresentar um valor de knockdown superior a 5% da populagdo testada. A
observagao devera ser feita apds 20 minutos, contados a partir da soltura.

Especifico

4.2.1. Volatilizantes (liquidos que ndo necessitam de aquecimento)

14

4.2.1.1.  Utilizar a cdmara de Peet-Grady para execucao do teste.

4.2.1.2. Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C e a umidade
relativa entre 50 e 70%.

4.2.1.3. Coletar os insetos num recipiente plastico coberto com tela no minimo
12 horas antes da conducéo do teste.

4.2.1.4. Aplicar o produto no piso da cdmara, na dose indicada pelo fabricante,

4.2.1.5. Soltar os insetos na camara e iniciar a contagem de tempo para o cal-
culo do knockdown.

4.2.1.6. Medir o nimero de insetos em knockdown nos tempos de 0; 4; 8 e 11,5
horas e, em cada um destes, o knockdown nos tempos de 40s; Tmin;
1min30s; 2min; 3min; 5min; 10min; 15min e 20min.

4.2.1.7.  Apds 15 minutos da Ultima leitura do knockdown, acionar o sistema de
exaustdo no interior da camara.

4.2.1.8. Medir e registrar a temperatura do aparelho.

Anvisa



4.2.2.

4.2.3.

Anvisa

4.2.1.9.

Limpar a cdmara com solucdo de acetona.

Volatilizantes (pastilhas e liquidos que necessitam aquecimento)

4.2.2.1.
4.2.2.2.

4.2.2.3.
4.2.2.4.
4.2.2.5.

4.2.2.6.
4.2.2.7.

4.2.2.8.

4.2.2.9.

4.2.2.10.

4.2.2.11.
4.2.2.12.
Espirais
4.2.3.1.
4.2.3.2.

4.2.3.3.
4.2.3.4.

4.2.3.5.
4.2.3.6.
4.2.3.7.

4.2.3.8.

4.2.3.9.

4.2.3.10.

Utilizar a cdmara de Peet-Grady para execucao do teste.

Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C e a umidade
relativa entre 50 e 70%.

Coletar os insetos num recipiente plastico coberto com tela no minimo
12 horas antes da conducédo do teste.

Registrar a voltagem e a temperatura do aparelho a ser usado no teste.
Ligar o aparelho na tomada, sem o produto e fora da cadmara.

Manter ligado por 45 minutos para pré-aquecimento.

ApOs este periodo, transferir o aparelho para o interior da camara, co-
locar o produto e manter o conjunto ligado pelo periodo de 5 minutos
para pastilhas e 40 minutos para liquidos, sendo estes apenas para
contagem do tempo zero do ciclo.

Soltar os insetos na cdmara e iniciar a contagem de tempo para o cal-
culo do knockdown.

Medir o nimero de insetos em knockdown nos tempos de 0; 4; 8 e 11,5
horas e, em cada um destes, o knockdown nos tempos de 40s; Tmin;
Tmin30s; 2min; 3min; 5min; 10min; 15min e 20min.

Apds 15 minutos da Ultima leitura do knockdown, acionar o sistema de
exaustao no interior da cdmara.

Medir e registrar a temperatura do aparelho.

Limpar a cdmara com solucdo de acetona.

Utilizar a cdmara de teste em vidro (item 3.2.) para execucao do teste.
Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C, e a umidade
relativa entre 50 e 70 %.

Coletar os insetos num recipiente plastico coberto com tela.

Pesar 0,5g da espiral, introduzi-la no suporte no interior da camara e
acender as duas extremidades, simultaneamente.

Ligar o ventilador.

Manter o produto na cdmara até sua queima completa.

Abrir a cdmara de teste, desligar o ventilador e soltar os insetos no
interior da mesma.

Registrar o nimero de insetos em knockdow nos tempos de 40s; 1Tmin;
1Tmin30s; 2min; 3min; 5min; 10min; 15min e 20min.

Ventilar a camara 15 minutos apds a Ultima leitura do knockdown.
Recolher os mosquitos.
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5. TRATAMENTO ESTATISTICO
O KT50 sera obtido observando-se a regressao linear por meio do programa Probit.
6. RESULTADOS

O teste sera considerado satisfatério se o KT50 for menor que 25 = 5 minutos, em cada
um dos tempos avaliados.

16 Manual de Testes de Eficacia Anvisa
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Capitulo 4

TESTE DE EFICACIA EM AEROSSOIS
FRENTE A INSETOS RASTEIROS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de inseticidas sob a
forma de aerossol frente a insetos rasteiros.

2. DEFINICOES

2.1. Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente
de qualquer apéndice apo6s observacao por um periodo minimo de 3 segundos.

2.2. Knockdown: posicdo em que o inseto se encontra, sob efeito do produto aplicado,
tombado sobre a superficie.

2.3. KT50: tempo que 50% da populacdo dos insetos testados leva para ser afetada pela
substancia-teste.

2.4. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema celu-
lar, subcelular, quimico ou fisico, ou combinagao destes, incluindo os sistemas ecolégi-
cos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.5. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Balanca analitica ou semi-analitica.
3.2. Cilindro em aco inoxidavel com 20cm de didmetro e 60cm de altura.
3.3. Detergente alcalino.
3.4. Dosador automatico
3.5. Recipiente plastico (didmetro de 9,5cm e altura de 4,5cm).
3.6. Recipiente acrilico.
3.7. Sistema-teste:
3.7.1. Blatella germanica, adultas, entre 3 e 4 meses, criadas em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
3.7.2. Periplanetaamericana, adultas, entre 6 e 8 meses, criadasem biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
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3.7.3.

3.7.4.

Formigas domésticas, adultas, criadas em biotério com temperatura e umidade
controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com dieta
especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

Pulgas adultas, criadas em biotério com temperatura e umidade controladas (23
a 27°Ce 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com dieta especifica e aclima-
tadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

3.8. Solucdo de acetona a 10% v/v (volume por volume) em alcool etilico.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.

4.2.

Geral
41,

Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticdes por tratamento com a substancia-teste.
4.1.1.2.  Numero/espécie de individuos por repeticdo:

4.1.1.2.1. Blatella germanica: 10 (dez);

4.1.1.2.2. Periplaneta americana: 10 (dez);

4.1.1.2.3. Formigas: 100 (cem).

4.1.1.2.4. Pulgas: 20 (vinte)

4.1.2. O cilindro deve ser limpo, entre cada teste, com solucdo de acetona seguido de
agua e exaustao.

4.1.3. Devera ser realizada uma validacdo antes de conduzir o primeiro teste do dia,
através de um teste em branco para verificar a ocorréncia de knockdown nos
insetos testados. O knockdown da populagao testada ndo podera ultrapassar os
seguintes valores:

4.1.31. 20% até 10 individuos;
41.3.2. 10% de 11 a 50 individuos;
4.1.3.3. 5% superior a 51 individuos.
Especifico
4.2.1. Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C e a umidade relativa entre

50 e 70%.

4.2.2. Coletar os insetos num recipiente plastico coberto com tela no minimo 12 horas

antes da condugao do teste.

4.2.3. Transferir os insetos no recipiente acrilico com fundo em tela de ago inox para

dentro do cilindro de metal.

4.2.4. Apbs determinar a dosagem do aerossol, aplicar em dose Unica para cada repe-
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ticdo, conforme o quadro abaixo:
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INSETO MASSA DE PRODUTO

B. germanica : 1.000 = 50mg
Pamencana ........................................... 1000i50mg .....................
......................... Formlgas1000i50mg
pu|gas ............................................... 1000i50mg .....................

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatério se o valor médio da mortalidade for de 90 = 10%
em até 72 horas.
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Capitulo 5

TESTE DE EFICACIA EM AEROSSOIS
FRENTE A INSETOS VOADORES

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de inseticidas sob a
forma de aerossol frente a insetos voadores.

2. DEFINICOES

2.1. Knockdown: posicdo em que o inseto se encontra, sob efeito do produto aplicado,
tombado sobre a superficie.

2.2. KT50: tempo que 50% da populacdo dos insetos testados leva para ser afetada pela
substancia-teste.

2.3. Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente
de qualquer apéndice apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.

2.4, Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinagdo destes, incluindo os sistemas
ecolégicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.5. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Balanca analitica ou semi-analitica.
3.2. Camara de teste com volume de 5,8m?* (cdmara Peet-Grady/CSMA).
3.3. Detergente alcalino.
3.4. Dosador automatico.
3.5. Recipiente plastico (didmetro de 9,5cm e altura de 4,5cm).
3.6. Sistema-teste:
3.6.1. Musca domestica, com idade entre 2 e 5 dias, criadas em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
3.6.2. Aedes spp., adultos com idade entre 3 e 5 dias, criados em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentados com
dieta especifica e aclimatados por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
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3.7.

3.6.3.

Culex quinquefasciatus, adultos com idade entre 3 e 5 dias, criados em biotério
com temperatura e umidade controladas (23 a27°Ce 50 a 70%, respectivamente),
alimentados com dieta especifica e aclimatados por, no minimo, 12 horas antes
do estudo.

Solugéo de acetona a 10% v/v (volume por volume) em alcool etilico.
3.8. Termohigrémetro.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.

4.2.

Geral
4.1.1.

Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticdes por tratamento com a substancia-teste.
4.1.1.2.  Numero/espécie de individuos por repeticdo:

4.1.1.2.1. Mosquitos: 50 (cinqUenta) fémeas;

4.1.1.2.2. Moscas: 100 (cem).

. A cadmara deve ser lavada, entre cada teste, com detergente alcalino, seguido

de enxague com agua. No intervalo de cada aplicacdo, limpar a cdmara com
solucdo de acetona e exaustéo.

. Devera ser realizada uma validacdo antes de conduzir o primeiro teste do dia,

realizando-se um teste em branco para verificar a ocorréncia de knockdown dos
insetos testados na cdmara. Este ensaio, realizado com 20 individuos fémeas, ndo
pode apresentar um valor de knockdown superior a 5% da populagdo testada. A
observagdo devera ser feita ap6s 20 minutos, contados a partir da soltura.

Especifico

4.2.1.

4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

4.2.5.
4.2.6.
4.2.7.
4.2.8.
4.2.9.

Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C e a umidade relativa entre
50 e 70%.

Coletar os insetos num recipiente plastico coberto com tela.

Abrir a cdmara de teste e soltar os insetos no interior da mesma.

Aplicar uma dose da substancia teste de 1.000 = 50mg, em quatro disparos em
pontos diametralmente opostos, de modo a simular sua aplicacdo espacial.
Ventilar a cdmara passados 15 minutos.

Retirar os insetos.

Levar os insetos para o biotério e fornecer-lhes dgua e alimento.

Registrar a mortalidade em até 72 horas.

Limpar a cdmara com detergente alcalino.

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatorio se o valor médio da mortalidade for de 90 = 10%
em até 72 horas.
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Capitulo 6

TESTE DE EFICACIA DE INSETICIDAS
DE CONTATO EM SUPERFICIES

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliagdo da eficacia de inseticidas de
contato em superficies.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Efeito residual: produto que apresenta eficacia por um periodo preestabelecido pelo
fabricante.

Knockdown: posicdo em que o inseto se encontra, sob efeito do produto aplicado,
tombado sobre a superficie.

KT50: tempo que 50% da populacdo dos insetos testados leva para ser afetada pela
substancia-teste.

Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.
Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema celu-
lar, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas ecolégi-
cos complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1
3.2
3.3.

3.4.
3.5.

Balanca analitica ou semi-analitica.

Dosador automatico.

Placas de azulejo 15 x 15 cm.

3.3.1. Caso o produto seja indicado para aplicacdo em outras superficies, o teste deve-
ré ser conduzido nas superficies e dosagens recomendadas pelo fabricante.

Recipiente plastico (diametro de 9,5 cm e altura de 4,5 cm).

Sistema-teste:

3.5.1. Musca domestica, com idade entre 2 e 5 dias, criadas em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
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3.5.2.

3.5.3.

3.54.

3.5.5.

3.5.6.

3.5.7.

3.5.8.

3.5.9.

Aedes spp., adultos com idade entre 3 e 5 dias, criados em biotério com
temperatura e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente),
alimentados com dieta especifica e aclimatados por, no minimo, 12 horas
antes do estudo.

Blatella germanica, adultas, entre 3 e 4 meses, criadas em biotério com temperatura
e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com
dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.
Periplaneta americana, adultas, entre 6 e 8 meses, criadas em biotério com
temperatura e umidade controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente),
alimentadas com dieta especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas
antes do estudo.

Formigas domésticas adultas, criadas em biotério com temperatura e umidade
controladas (23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com dieta
especifica e aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

Pulgas adultas, criadas em biotério com temperatura e umidade controladas
(23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentadas com dieta especifica e
aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

Carrapatos adultos, criados em biotério com temperatura e umidade controladas
(28 a 30°C e 80 a 90%, respectivamente), alimentados com dieta especifica e
aclimatados por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

Aranhas adultas, criadas em biotério com temperatura e umidade controladas
(23 a 27°C e 50 a 70%, respectiva mente), alimentadas com dieta especifica e
aclimatadas por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

Escorpides adultos, criados em biotério com temperatura e umidade controladas
(23 a 27°C e 50 a 70%, respectivamente), alimentados com dieta especifica e
aclimatados por, no minimo, 12 horas antes do estudo.

3.6. Termohigrémetro.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1.

24

Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticoes por tratamento com a substancia-teste.
4.1.1.2.  NUmero/espécie de individuos por repeticdo:
4.1.1.2.1. Mosquitos fémeas: 25 (vinte e cinco);
4.1.1.2.2. Blatella germanica, 50% machos e 50% fémeas: 10 (dez);
4.1.1.2.3. Periplaneta americana, 50% machos e 50% fémeas: 10 (dez);
41.1.2.4. Musca domestica: 25 (vinte e cinco);
4.1.1.2.5. Formigas domésticas: 100 (cem);
4.1.1.2.6. Pulgas: 20 (vinte)
4.1.1.2.7. Carrapatos: 20 (vinte)
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4.1.1.2.8. Aranhas: 10 (dez)
4.1.1.2.9. Escorpides: 10 (dez)
4.2. Especifico
4.2.1. Regular a temperatura da sala de teste entre 23 e 27°C e a umidade relativa entre
50 e 70%, com excecdo do carrapato (28 a 30°C e 80 a 90%).
4.2.2. AEROSSOIS E LIQUIDOS PARA PRONTO USO: aplicar, no caso de aerossois, as
doses abaixo descritas com auxilio de um dosador automaético:

INSETO MASSA DE PRODUTO

B. germanica : 1000 = 50 mg
Pamencana ........................................... 1000t50mg .....................
Muscadomesnca ........................................ 1000i50mg .....................
FormlganomestlcaS ...................................... 1000i 50mg .....................
........................ Mosqu,tos1000i5omg
pu|ga5 ............................................... 1000i50mg .....................
........................ C arrapatosmo()iSomg
......................... Aranhas1oooi50mg
........................ C arrapatos1000i50mg

4.2.3. LIQUIDOS: preparar a calda na concentracao indicada pelo fabricante e aplicar o
produto.

4.2.4. SOLIDOS: polvilhar o produto de acordo com a quantidade indicada pelo
fabricante.

4.2.5. Armazenar as placas em ambiente com temperatura entre 23 e 27°C e umidade
relativa entre 50 e 70%, mantendo ciclos claro/escuro de 12 horas.

4.2.6. Apbds a secagem natural do produto, retirar as placas para a realizacdo do ensaio
para o tempo zero.

4.2.7. Coletar os insetos em recipiente plastico coberto com tela.

4.2.8. Posicionar duas placas, uma com a substancia- teste e outra sem.

4.2.9. Colocar o recipiente plastico contendo os insetos sobre a placa sem a substancia-
teste, posicionando as mesmas numa angulagao de 45° para moscas e mosquitos
e 0° para os demais.

4.2.10.Deslocar os insetos, apds 5 minutos de aclimatacdo, para a placa contendo a
substancia-teste.

4.2.11. Passados 20 minutos, retirar os insetos, leva-los para o biotério e fornecer Ihes
4gua e alimento.

4.2.12.Registrar a mortalidade em até 72 horas.
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4.2.13.Manter o tratamento controle (isento da substancia-teste), com quatro repeti-
¢bes, para comparar a mortalidade.

4.2.14.Repetir o experimento tantas vezes quantas forem necessarias para comprovagao
do periodo de acdo (efeito residual) indicado pelo fabricante.

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatério se o valor médio da mortalidade for de 90 = 10%
em até 72 horas.
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Capitulo 7

TESTE DE EFICACIA EM
RODENTICIDAS SOB A FORMA
DE ISCAS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de rodenticidas sob a
forma de iscas.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.0
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.
3.8.

Balanca analitica ou semi-analitica.

Detergente alcalino.

EPI apropriado para captura e manuseio dos animais.

Gaiola.

Potes para alimentacéo e agua.

Racdo padrao segundo a Organizacdo Mundial da Saude: acucar cristalizado — 5%, milho

triturado — 50%, farelo de trigo - 37%, 6leo de milho - 5% e farinha de carne — 3%.

Termohigrémetro.

Sistema-teste:

3.8.1. Mus musculus, adultos selvagens e saudaveis, com no minimo 10g de peso corpéreo,
aclimatados por pelo menos 7 dias em biotério. As fémeas ndo devem estar prenhas.
A alimentacdo durante o periodo de aclimatacdo deve ser a racdo padréo.

3.8.2. Rattus rattus, adultos selvagens e saudaveis, com no minimo 100g de peso
corpdreo, aclimatados por pelo menos 3 semanas em biotério. As fémeas
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ndo devem estar prenhas. Os animais devem ser pré-tratados para eliminar os
ectoparasitas antes do periodo de aclimatagao. A alimentacédo durante o periodo
de aclimatacdo deve ser a racdo padrao.

3.8.3. Rattus norvergicus, adultos selvagens e saudaveis, com no minimo 100g de peso
corpéreo, aclimatados por pelo menos 3 semanas em biotério. As fémeas nao
devem estar prenhas. Os animais devem ser pré-tratados para eliminar os ecto-
parasitas antes do periodo de aclimatagdo. A alimentacdo durante o periodo de
aclimatacao deve ser a racdo padrao.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.

4.2.

4.3.

Geral

4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Um controle com 10 (dez) - 5 fémeas e 5 machos por espécie.
4.1.1.2.  Ndmero de individuos por repeticdo: 20 (vinte) - 10 fémeas e 10 ma-

chos por espécie.

4.1.2. O teste s6 sera valido se for conduzido com e sem opc¢do alimentar, salvo seja
alcancada, no teste com opcéo alimentar, a mortalidade minima.

Teste com opgao alimentar

4.2.1. Regular a temperatura da sala de teste para 21 = 2°C e a umidade relativa entre
30 e 70%.

4.2.2. Manter os animais em gaiola com dois potes de racdo nas extremidades e dgua
na posicao central.

4.2.3. Retirar as demais fontes de alimentacdo. A agua deve ser fornecida, sem
restricbes, durante o periodo do teste.

4.2.4. No terceiro dia, fornecer uma quantidade fresca e pesada da racdo, em quanti-
dade superior a fornecida normalmente.

4.2.5. Apbds 24 horas, a racdo restante deverd ser pesada e a quantidade consumida
por cada animal calculada. Deve ser assegurado que todos os animais estejam se
alimentando normalmente da racdo contida nos potes.

4.2.6. Colocar o produto num pote limpo, pesar e substituir por um dos potes que
guarneciam a ragao.

4.2.7. Apbs 24 horas, retirar o produto e pesar.

4.2.8. Repetir as etapas 4.2.6. e 4.2.7. por dois dias para raticidas de dose multipla.

4.2.9. Recolocar a ragao.

4.2.10.0bservar os animais durante 14 dias, duas vezes ao dia, registrando a mortalidade
e o0s sintomas toxicoldgicos observados.

4.2.11. Para ser vélido, o teste devera ser executado para as duas espécies de rato e uma
de camundongos.

Teste sem opcao alimentar

4.3.1. Regular a temperatura da sala de teste para 21 = 2°C e a umidade relativa entre
30 e 70%.
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4.3.2.
4.3.3.

4.3.4.

4.3.5.

4.3.6.

4.3.7.
4.3.8.
4.3.9.

4.3.10.

4.3.11.

Manter os animais em gaiola com a racdo colocada na posicao central.

Retirar as demais fontes de alimentagcdo. A &gua deve ser fornecida, sem
restricdes, durante o periodo do teste.

No terceiro dia, fornecer uma quantidade fresca e pesada da racdo, superior a
fornecida normalmente.

Apbs 24 horas, a racdo restante deverd ser pesada e a quantidade consumida
por cada animal calculada. Deve ser assegurado que todos os animais estejam se
alimentando normalmente da racdo contida nos potes.

Colocar o produto num pote limpo, pesar e colocar na mesma posicdo onde
anteriormente havia sido colocada a racao.

Ap0s 24 horas, retirar o produto e pesar.

Repetir as etapas 4.3.6. e 4.3.7. por dois dias para raticidas de dose multipla.
Recolocar a ragao.

Observar os animais durante 14 dias, duas vezes ao dia, registrando a mortalidade
e o0s sintomas toxicoldgicos observados.

Para ser vélido, o teste deverd ser executado para as duas espécies de ratos e uma
de camundongos.

5. RESULTADOS

O produto sera considerado satisfatorio se:

5.1. O teste com opcdo alimentar apresentar um consumo minimo de 30% do produto
em relacdo a racdo e apresentar, dentro de 14 dias, uma mortalidade, calculada pelo
método de Abbot, de 90 = 10%.

5.2. No caso de ser observada uma mortalidade inferior a 90 = 10%, devera ser conduzido o
teste sem opcéo alimentar, onde a mortalidade minima observada deverd ser de 90 = 10%.
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Capitulo 8

TESTE DE EFICACIA EM
RODENTICIDAS SOB A FORMA DE
POS DE CONTATO

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de rodenticidas sob a
forma de p6 de contato.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema celular,
subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas ecoldgicos
complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldgica ou biotecnoldgica, formulacdo ou
metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

Balanca analitica ou semi-analitica .

Caixas quadradas (duas) com 1 m? de area.

Detergente alcalino.

EPI apropriado para captura e manuseio dos animais.

Gaiola.

Potes para alimentacao e agua.

Racao padrao segundo a Organizacdo Mundial da Saude: aclcar cristalizado — 5%, milho

triturado - 50%, farelo de trigo - 37%, 6leo de milho - 5% e farinha de carne - 3%.

Sistema-teste:

3.8.1. Mus musculus, adultos selvagens e sauddveis, com no minimo 10g de peso
corpéreo, capturados no ambiente e aclimatados por pelo menos 7 dias em
biotério. As fémeas ndo devem estar prenhas. A alimentacdo durante o periodo
de aclimatacdo deve ser a racdo padrao.

3.8.2. Rattus rattus, adultos selvagens e saudaveis, com no minimo 100g de peso
corpéreo, capturados no ambiente e aclimatados por, pelo menos, 3 semanas em
biotério. As fémeas nao devem estar prenhas. Os animais devem ser pré-tratados
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para eliminar os ectoparasitas antes do periodo de aclimatagdo. A alimentacgao
durante o periodo de aclimatacdo deve ser a racdo padréo.

3.8.3. Rattus norvegicus, adultos selvagens e sauddveis, com no minimo 100g de peso
corpéreo, capturados no ambiente e aclimatados por pelo menos 3 semanas em
biotério. As fémeas ndo devem estar prenhas. Os animais devem ser pré-tratados
para eliminar os ectoparasitas antes do periodo de aclimatacdo. A alimentacdo
durante o perfodo de aclimatacdo deve ser a racao padrao.

3.9. Tubo de PVC com 1m de comprimento e didmetro interno de 75mm.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Um controle com 10 (dez) - 5 fémeas e 5 machos por espécie;
4.1.1.2.  NUmero de individuos por repeticao: 20 (vinte) - 10 fémeas e 10 ma-
chos por espécie.
4.2. Teste
4.2.1. Regular a temperatura da sala de teste entre 21 + 2°C e a umidade relativa entre
30 e 70%.
4.2.2. Montar o sistema conforme indicado no desenho abaixo:

agua Q
30a50cm

- 75 mm de diametro

ninho Tm
Q racao Q

4.2.3. Manter os animais durante 3 dias para reconhecimento do aparato.

4.2.4. Pesar 20g do produto e distribuir uniformemente na parte central, ao longo de
30cm para o Mus musculus e 50cm para demais espécies (vide figura 4.2.2.).

4.2.5. Manter os animais por periodos de 1 a 8 dias, certificando-se que ocorram trés-

passagens por dia de um lado para outro do sistema.
4.2.6. Apbds o periodo de exposicdo, recolher os animais em gaiolas individuais e
observar até 28 dias, registrando a mortalidade.

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatorio se dentro de 28 dias a mortalidade média (machos e
fémeas), calculada pelo método de Abbot, for de 90 + 10%.
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Capitulo 9

TESTE DE POTENCIA EM PRODUTOS
LARVICIDAS BIOLOGICOS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da poténcia, em UTIl/mg, de
larvicidas bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis israelensis e/ou B. sphaericus, sob condi¢des
de laboratério.

2. DEFINICOES

2.1. CL50: concentracao do biolarvicida (mg/L) capaz de matar 50% do nimero de insetos
em teste em um perfodo de tempo determinado (24 ou 48h segundo o biolarvicida).

2.2. Larvamorta: aquela que ndo realiza deslocamento na coluna de 4gua do recipiente-teste
quando recebe estimulo téctil.

2.3. Poténcia larvicida da substancia-teste expressa em UTI/mg: (poténcia do padrdo) X
(CL50 do padrao/ CL50 da substancia-teste).

2.4. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos que se definam como objeto de estudo.

2.5. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

2.6. UTI: Unidades Toxicas Internacionais.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Agitador de tubos tipo “Vortex”.

3.2. Agua destilada.

3.3. Balanca analitica.

3.4. Marcador de recipientes e tubos.

3.5. Micropipetas automaticas e ponteiras.
3.6. Microtubos para 1,5 a 2 mL.

3.7. Padréo certificado da substancia-teste.
3.8. Pérolas de vidro com didametro entre 4 e 6mm.
3.9. Pipetas tipo Pasteur (2 mL) descartaveis.
3.10. Proveta graduada de 100 mL.

3.11. Racdo para gatos macerada.
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3.12. Recipientes em plastico de cor branca com 7cm de didametro e altura, volume para 180-
200 mL;

3.13. Sistema-teste:

3.13.1. Aedes aegypti, larvas do 2° e 3° instar (capsula cefalica de cor clara) ou de acordo

com aindicacdo do fabricante, mantidas em insetario com temperatura, umidade
e fotoperiodo controlados, alimentados com dieta especifica.

3.13.2. Culex quinquefasciatus, larvas no inicio do 4° instar (capsula cefélica de cor clara),

mantidas em insetario com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados
(24 a 28°C, 60 a 80% e 10:14h claro/escuro, respectivamente), alimentados com
dieta especifica.

3.14.Solucdo de alcool etilico a 70%.
3.15. Solucdo de hipoclorito de sédio a 2%.
3.16.Tubos para 15 a 20 mL.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.

4.2.

Geral
41,

Delineamento experimental:

4.1.1.1.  Seis concentracdes da substancia-teste que promovam mortalidade
dose-crescente entre 10 e 95%, e um controle ndo tratado, por ensaio;

4.1.1.2. Trés replicatas por concentracao e por controle ndo tratado, por ensaio;

4.1.1.3.  Numero de larvas por replicata: 10 (dez); usar lotes homogéneos de
larvas.

4.1.1.4. Realizar o mesmo procedimento com o padréo.

4.1.2. Os ensaios deverdo ser realizados em bancada higienizada com solugdo de
alcool etilico a 70%, em sala individual sob as mesmas condicoes (temperatura,
umidade e fotoperiodo) de manutencéo das larvas.

4.1.3. No grupo controle é aceitavel uma mortalidade de 0 a 5% da amostra sem
correcdo e de 5 a 10% mediante correcdo da mortalidade dos grupos tratados.
Desconsiderar o ensaio quando a mortalidade for maior do que 10%.

4.1.4. Descartar, ao término do ensaio, o contetido dos recipientes em balde contendo
solucdo de hipoclorito de sédio diluida 100 (cem) vezes (Ex: para 5L de descarte,
adicionar 50mL da solucédo de hipoclorito).

4.1.5. Apbds 24h, descartar o material.

Especifico

4.2.1. Preparar uma suspensao (A) da substancia-teste a 5g/L (50mg da substancia-teste
+ 10mL de 4gua destilada) em tubo contendo 15 pérolas de vidro e manter sob
agitacdo no Vortex por 10 minutos.

4.2.2. Preparar uma suspensao (B) a 50mg/L (0,TmL A + 9,9mL de &gua destilada)
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e manter sob agitacdo no Vortex por 3 minutos. Aliquotas desta suspensdo
adicionadas aos recipientes correspondem as concentracdes relacionadas na
tabela abaixo:
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ALIQUOTAS pL SUSPENSAO B (50 CONCENTRAGAO (MG/L) FINAL NO
MG/L)* RECIPIENTE*

* ESTAS CONCENTRACOES SAO SUGERIDAS COM BASE NA POTENCIA DO PADRAO.
OUTRAS CONCENTRACOES PODERAO SER UTILIZADAS COM BASE NA POTENCIA DA
SUBSTANCIA-TESTE.

4.2.3. Preparar os recipientes contendo 100mL de dgua destilada e 20 (vinte) larvas e
identifica-los com a concentracéo utilizada ou como controle.

4.2.4. Tratar cada recipiente distribuindo, lenta e uniformemente na superficie da dgua,
a aliquota da suspensao B necessaria para atingir a concentracao final desejada.

4.2.5. Se a aliquota utilizada for superior a 1,0mL é necessario retirar, antes, o0 mesmo
volume de dgua do recipiente.

4.2.6. Quando a substancia-teste for a base de Bacillus sphaericus, adicionar uma
pequena quantidade de racao.

4.2.7. A determinacdo da mortalidade das larvas nos recipientes é feita 24 ou 48
horas apds a aplicagdo da substancia-teste a base de Bacillus thuringiensis ou B.
sphaericus, respectivamente, com base no nimero de larvas sobreviventes.

4.2.8. O niimero de larvas mortas em cada replicata é igual a 20 (vinte) menos o nime-
ro de larvas vivas.

OBS: Isto s sera valido para os casos em que ndo forem utilizadas larvas do 2° e 3° instar.

5. TRATAMENTO ESTATISTICO

O célculo da CL50 da substancia-teste em cada ensaio é feito por regressao linear Log-Probit
a partir da curva de concentracdo (mg/L) - mortalidade (%) obtida no ensaio.

6. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatério quando a variagdo da poténcia declarada e obtida no
ensaio for de = 10% em trés ensaios realizados em trés datas diferentes.
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Capitulo 10

TESTE DE EFICACIA EM PRODUTOS
LARVICIDAS BIOLOGICOS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de larvicidas bioldgicos a
base de Bacillus thuringiensis israelensis e/ou B. sphaericus, sob condicdes de laboratério.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

2.3.

Larva morta: aquela que ndo realiza deslocamento na coluna de dgua do recipiente-teste
qguando recebe estimulo tactil.

Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas ecologicos
complexos que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1

3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

Recipientes-teste em plastico resistente, opaco, de cor escura, com dimensdes aproxi-
madas de 44cm de didametro e 58cm de altura, volume para 60 L, tampa com tela de nylon
de malha fina.

Agua de torneira desclorada (48 h).

Balanca analitica.

Marcador de recipientes.

Etiquetas autocolantes.

Borrifador (tipo jardinagem).

Pipetas soroldgicas (10 mL).

Pipetador automatico ou “péra”.

Cubas em plastico de cor branca, dimensdes (cm) aproximadas de 10 (largura) X 20
(comprimento) X 4 (altura).

3.10.Racédo para gatos macerada.

3.1

Solucéo de hipoclorito de sédio a 2%.
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3.12. Sistema-teste:

3.12..

Aedes aegypti, larvas no inicio do 4° instar (cépsula cefdlica de cor clara),
mantidas em insetario com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados
(24 a 28°C, 60 a 80% e 10:14h claro/escuro, respectivamente), alimentados com
dieta especifica.

3.12.2.Culex quinquefasciatus, larvas no inicio do 4° instar (capsula cefélica de cor clara),

mantidas em insetario com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados (24
a 28°C, 60 a 80% e 10 - 14h claro/escuro, respectivamente), alimentados com
dieta especifica.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1.

4.1.5.

Delineamento experimental:

4.1.1.1.  Utilizar a concentracdo da substancia-teste recomendada pelo fabri-
cante para ser submetida a verificacdo da eficacia.

4.1.1.2.  Quatro replicatas da concentracdo e do controle ndo tratado, por teste;

4.1.1.3.  NUmero de larvas por replicata: 25 larvas de lotes homogéneos.

. Os ensaios deverao ser realizados em sala sob as mesmas condicoes (temperatu-

ra, umidade e fotoperiodo) de manutencao das larvas.

. No grupo controle é aceitavel a mortalidade de até 10%; desconsiderar o ensaio

guando a mortalidade for maior do que 10%.

. Adicionar aos recipientes, ao término do ensaio, solucao de hipoclorito de sédio

diluida 100 vezes (ex: para 50L, adicionar 0,5L da solucdo de hipoclorito de sé-
dio).
Ap0s 24h, descartar o conteldo dos recipientes.

4.2. Especifico

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

Preparar a amostra da substancia-teste sequndo a “menor dose” recomendada
pelo fabricante no rétulo (adaptar ao volume ou superficie do recipiente-teste).

Preparar a diluicdo da substancia-teste de acordo com a indicagdo do fabricante,
tanto para produtos soélidos como liquidos.

A determinacdo da mortalidade das larvas nos recipientes é feita 24 ou 48
horas apds a aplicacdo da substancia-teste a base de Bacillus thuringiensis ou
B. sphaericus, respectivamente, com base no nimero de larvas sobreviventes
coletadas com pipeta e transferidas para contagem em cubas.

5. RESULTADOS

O teste serd considerado satisfatério se o valor médio da mortalidade for de 90 + 10% nos
recipientes-teste no periodo da avaliacéo.
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Capitulo 11

TESTE DE EFICACIA CURATIVO
PARA CUPINS DE MADEIRA SECA

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficécia de cupinicidas para uso em
madeira seca como tratamento curativo.

2. DEFINICOES

2.1. Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.

2.2. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.3. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Corpo de prova (madeira previamente infestada pela praga) medindo 50x10x1cm de
comprimento, largura e espessura, respectivamente.

3.2. Pulverizador manual em aco inoxidavel com vazao constante, pressao de 40lb/pol2 e
bico leque 8002.

3.3. Dosador automaético para aplicagdes de aerossol.

3.4. Termohigrémetro.

3.5. Pincel.

3.6. Seringas.

3.7. Tanques para imersao.

3.8. EPIs.

3.9. Sistema-teste:
3.9.1. Criptotermes brevis
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

Separar 24 corpos de prova em ambiente controlado com temperatura entre 23
e 27°C e umidade relativa do ar entre 50 e 70% e ciclos claro/escuro de 12 horas.
Momentos antes do inicio do ensaio selecionar 12 corpos de prova para
tratamento com a substancia-teste e 12 com o controle.

Realizar a aplicacdo de acordo com a recomendacgdo do fabricante, utilizando
pulverizagdo, aspersao de aerossol (doseamento automatico), pincelamento,
injecdo ou imersao.

Realizar avaliacbes semanais de mortalidade até no maximo 60 dias.

OBS.: As avaliagdes devem ser realizadas através de aberturas parciais em cada um dos

corpos de prova.

4.2. Especifico

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Liquidos: preparar a calda na concentracao e indicacdes de uso informadas pelo
fabricante. Podera ser utilizado um pulverizador manual de vazdo e pressao
constantes de 40 Ib/pol2, com bico de leque 8002. Realizar as aplicacdes a 30
c¢m da superficie a ser tratada.

Solidos: polvilhar a substancia-teste com a quantidade indicada pelo fabricante,
utilizando um polvilhador manual ou a prépria embalagem do produto. Aplicar
a uma distancia de 30 cm.

Aerossol: utilizar um dosador automatico ou aplicar manualmente, com auxilio
de um tubo de PVC de 30 cm de altura por 20 cm de diametro.

Pronto-uso: utilizar a propria embalagem, por exemplo, bomba tipo Flit ou
pulverizador similar.

Imersdo: imergir a madeira, utilizando a dose e volume de calda indicados pelo
fabricante.

5. RESULTADOS

A substancia-teste serd considerada satisfatoria se o valor médio da mortalidade for de
90+10%, sendo calculada de acordo com a férmula de Abbot.
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Capitulo 12

TESTE DE EFICACIA PREVENTIVO/
RESIDUAL PARA CUPINS DE
MADEIRA SECA

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliagao da eficacia de cupinicidas para uso
em madeira seca como tratamento preventivo/residual para cupins.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

2.3.

Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.
Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecologicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1

3.2.

3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

Corpo de prova 15 x 15 cm (madeira de pinus ndo infestada ou seguir a indicagdo do
fabricante) medindo 50 x 10 x 1cm de comprimento, largura e espessura, respectivamente.
Pulverizador manual em aco inoxidavel com vazao constante, pressdo de 40 Ib/pol2 e
bico leque 8002.

Dosador automatico para aplicagdes de aerossol.

Termohigrémetro.

Pincel.

Seringas.

Tanques para imersao.

EPIs.

Sistema-teste:

3.9.1. Criptotermes brevis
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
41.1.

4.1.2.
4.1.3.

Separar uma quantidade de corpos de prova de acordo com o tempo de efeito
residual desejado, onde cada tempo deve conter quatro corpos de prova para o
tratamento controle e quatro para o tratamento com a substancia-teste.

Aplicar o produto (vide 4.2.).

Apbs a secagem dos corpos de prova, introduzir os mesmos em ambiente con-
trolado com temperatura entre 23 e 27°C e umidade relativa do ar entre 50 e
70%.

. Separar 200 cupins previamente climatizados e realizar infestagdo de 25 insetos

sobre as superficies de cada uma das repeticoes.

. Manter em exposicdo durante 20 minutos, sendo retirados e introduzidos em

madeiras isentas de tratamento para posteriores avaliacdes de mortalidade em
24, 48 e 72 horas.

. Avaliar semanalmente a mortalidade, dentro do tempo recomendado pelo

fabricante, mantendo os corpos de prova tratados inicialmente em prateleiras,
em ambiente com umidade e temperaturas controlados (23 a 27°Ce 50 a 70 %
de umidade relativa, respectivamente) e ciclos de claro-escuro de 12 horas.

4.2. Especifico

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

Liquidos: preparar a calda na concentracado e indicacdes de uso informadas pelo
fabricante. Podera ser utilizado um pulverizador manual de vazdo constante e
pressao de 40 Ib/pol2, com bico de leque 8202. Realizar as aplicacdes a 30 cm
da superficie a ser tratada.

Sélidos: polvilhar a substancia-teste de com a quantidade indicada pelo fabricante,
utilizando um polvilhador manual ou a prépria embalagem do produto. Aplicar a
uma distancia de 30 cm.

Aerossol: utilizar um dosador automatico ou aplicar manualmente, com auxilio
de um tubo de PVC de 30 cm de altura por 20 cm de diametro.

Pronto-uso: utilizar a prépria embalagem, por exemplo, bomba tipo Flit ou
pulverizador similar.

Pincelamento: pincelar uniformemente a madeira, utilizando a dose e volume
indocados pelo fabricante.

Imersdo: imergir a madeira, utilizando a dose e volume de calda indicados pelo
fabricante.

5. RESULTADOS

A substancia-teste serd considerada satisfatoria se o valor médio da mortalidade for de

90+10%, sendo calculada de acordo com a férmula de Abbot.
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Capitulo 13

TESTE DE EFICACIA FRENTE A
CUPINS SUBTERRANEOS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia, em laboratério, frente a
cupins subterraneos.

2. DEFINICOES

2.1. Mortalidade: situagdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.

2.2. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecologicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.3. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Corpo de prova 1 x 1 x 5 cm de largura, espessura e comprimento, respectivamente,
madeiras pinus ou eucalipto, infestadas pela praga e isentas de tratamento.
3.2. Tubo de vidro de 2 cm de diametro interno por 6 cm de altura.
3.3. Funil plastico.
3.4. Placa de Petri.
3.5. Balde plastico.
3.6. Trado.
3.7. EPL
3.8. Sistema-teste:
3.8.1.  Nasutitermes sp.
3.8.2. Coptotermes gestroi.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Aplicacdo da substancia-teste

4.1.1.

Diluir a substancia-teste de acordo com a recomendagao do fabricante; com o
auxilio de um funil, aplicar a calda em 1 metro linear sobre o solo, distribuindo
este volume a cada 20 cm dentro de orificios, medindo 10 mm de didmetro por
20 ¢cm de profundidade.

. 24 horas ap6és a aplicagdo, com o auxilio de um trado, coletar porcdes de solo

entre os orificios que receberam a aplicacdo, sendo todo o contetido amostrado
transferido para um balde pléstico, sendo este solo homogeneizado e acondicionado
em ambiente controlado com temperatura entre 23 e 27°C e umidade relativa do ar
entre 50 e 70%.

4.2. Preparo de Ensaio

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

4.2.5.

Introduzir 20 g de solo previamente homogeneizado em tubos de vidro e
posicionar verticalmente sobre uma placa de Petri.

Introduzir os corpos de prova no interior dos tubos na parte superior do solo.
Infestar sobre estes corpos de prova 48 operarios e 2 soldados em cada repeticao.
Os insetos deverao ser incubados em ambiente controlado (temperatura entre 23
e 27°C e umidade relativa do ar entre 50 e 70%) e ciclos claro-escuro de 12 horas.
Realizar avaliagdes do nimero de insetos vivos, mortos e sinais de ataque nos
corpos de prova durante 15 dias.

5. RESULTADOS

A substancia-teste sera considerada satisfatéria se o valor médio da mortalidade for de 90 =
10%, sendo calculada de acordo com a férmula de Abbot. O ensaio serd considerado valido se no
tratamento controle ocorrerem sinais de ataque dos cupins e tendo como tolerancia uma mortalida-
de maxima de 20% no periodo de 15 dias.
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Capitulo 14

TESTE DE EFICACIA DE INSETICIDAS
FRENTE A PULGOES

1. OBJETIVO

E

stabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de inseticidas frente

a pulgoes.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

2.3.

Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.
Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacado destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que esté sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1,
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

Placas de Petri com didmetro de 3,5 cm
Balanca analitica

Estufa incubadora

Microscépio estereoscopio

Pincel
Agar — agua
Plantas de algodao da variedade DELTA OPAL entre 45-100 dias.

Aphis gossypii mantidas em plantas de algoddo da variedade DELTA OPAL entre 45-
100 dias apds o plantio de idade, cultivadas em casa de vegetacéo livres de qualquer
aplicagdo com pesticidas, mantidas em salas climatizadas a 25 + 1°C com fotoperiodo
de 14 horas claro e UR de 60 + 10% até a realizacdo do ensaio.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticdes por tratamento e um controle.
4.2. Especifico
4.2.1. Cortar discos de folhas do algoddo com didmetro de 3,5 cm e mergulhar na
calda inseticida na concentracdo informada pelo cliente por um periodo de 10
segundos. Apos este periodo, retirar os discos e manter os mesmos a temperatura
ambiente até a secagem, completa.
4.2.2. Apbs a secagem os discos de folhas devem ser transferidos para placas de Petri
de 3,5 cm de didmetro contendo uma camada fina de agar-dgua a 2%.
4.2.3. Com auxilio do estereoscopio, transferir 10 pulgdes por placa de Petri.
4.2.4. Apbs a transferéncia, fechar as placas e colocéd-las em estufa incubadora sob
temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 14 horas.
4.2.5. Registrar a mortalidade em até 72 horas.

5. RESULTADOS

A substancia-teste serd considerada satisfatéria se a mortalidade for de 90 + 10% corrigida
pela férmula de Abbot em até 72 horas.
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Capitulo 15

TESTE DE EFICACIA DE INSETICIDAS
FRENTE A COCHONILHAS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada, em escala de laboratério, para avaliacéo da eficacia
de inseticidas frente a cochonilhas.

2. DEFINICOES

2.1.

2.2.

2.3.

Mortalidade: situacdo em que o inseto se encontra sem nenhum movimento evidente,
de qualquer apéndice, apds observacdo por um periodo minimo de 3 segundos.
Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinacdo destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnolégica, formulacdo
ou metabdlito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1
3.2
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

Estufa incubadora

Balanca semi-analitica

Pulverizador

Agar — agua

Plantas de lim&o cravo (Citrus limonia) de aproximadamente 40 cm de altura, produzidas
e mantidas em tubetes plasticos de 50 ml.

Populacoes de Orthezia praelonga mantidas em plantas de limao cravo, cultivadas em
casa de vegetacdo livres de qualquer aplicacdo com pesticidas, mantidas em salas cli-
matizadas a 25 + 1°C com fotoperiodo de 14 horas claro e UR de 60 + 10% até a
realizacdo do ensaio.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Quatro repeticdes por tratamento, cada uma representada por um tubete
da planta, tendo cada um deles entre 20 e 50 cochonilhas, e um controle.
4.2. Especifico
4.2.1. Pulverizar sobre os tubetes a amostra na dose recomendada pelo fabricante.

5. RESULTADOS

A substancia-teste serd considerada satisfatéria se a mortalidade for de 90 4+ 10% corrigida
pela formula de Abbot em até 72 horas.
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Capitulo 16

TESTE DE EFICACIA DE INSETICIDAS
SOB A FORMA DE ISCAS FRENTE A
FORMIGAS CORTADEIRAS

1. OBJETIVO

Estabelecer a metodologia a ser adotada para avaliacdo da eficacia de inseticidas sob a forma
de iscas frente a formigas cortadeiras em condicdes de campo.

2. DEFINICOES

2.1. Sistema-teste: qualquer animal, planta, microorganismo, bem como outro sistema
celular, subcelular, quimico ou fisico, ou combinagdo destes, incluindo os sistemas
ecoldgicos complexos, que se definam como objeto de estudo.

2.2. Substancia-teste: qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnoldgica, formulacdo
ou metabolito, que estd sob investigacdo em um estudo.

3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Enxada

3.2. Balanca semi-analitica

3.3. Porta-isca

3.4. Colonias ativas das espécies Atta spp. e Acromyrmex spp.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Geral
4.1.1. Delineamento experimental:
4.1.1.1.  Localizar e identificar em campo col6nias ativas, com &rea minima de
2m? para Atta spp. e olheiros no caso de Acromyrmex spp., para o
tratamento e para o controle.
4.2. Especifico
4.2.1. Pesar as iscas e aplica-las, de acordo com a dose indicada pelo fabricante,
a 30 cm ao lado dos orificios de abastecimento das coldnias (olheiros)
marcados previamente.
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4.2.2. Depois de um periodo de 24h, as iscas ndo transportadas e devolvidas nos
orificios de abastecimento devem ser recolhidas e pesadas de modo a estimar,
respectivamente, o carregamento e a devolucéo.

4.2.3. Avaliar a atividade de cada col6nia apds 1, 2, 3, 5, 7, 14, 28, 42, 63 e 84 dias,
através da observacdo de movimento das formigas nos orificios dos ninhos,
renovacao de terra solta e corte de folhas.

5. RESULTADOS

5.1. A eficiéncia percentual das iscas é calculada através da férmula de Abbott:
E (%) = [(CT)/C] x 100
onde:
C = nUmero de coldnias ativas no controle
T = numero de coldnias ativas no tratamento

5.2. O resultado somente serd valido se ao final do teste forem avaliadas, no minimo,

quatro coldnias.
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