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PREFEITURA DE ILHOTA/SC

PREGAO PRESENCIAL - N° 060/2023 - MUL
PROPOSTA DE PRECOS

NOME DA EMPRESA: MM DISTRIBUIDORA DE PRODUTOS
VETERINARIOS LTDA

C.N.P.J.: 76.612.506/0001-13

Endereco: Avenida Nereu Ramos, 1866 E — Bairro Passo dos Fortes CHAPECO —SC
Cep: 89805.100 - Telefone: 49.3322.0061

E-mail: rejanemezalira@desbrava.com.br

LICITACAO MODALIDADE PREGAQO PRESENCIAL — N° 060/2023 — MUL
A presente licitacio tem por objeto:

Objeto: REGISTRO DE PRECOS PARA AQUISICAO DE LARVICIDA
BIOLOGICO PARA CONTROLE AO BORRACHUDO (SIMULIUM PERTINAX)

EM TODA EXTENSAO TERRITORIAL DO MUNICIPIO DE ILHOTA, conforme
anexo | do edital.

Valor

ITEM | Qtd Und Descri¢iao MARCA Unitdrio Valor Tota
LARVICIDA
BIOLOGICO  PARA
CONTROLE  AOS
BORRACHUDOS
(SIMULIUM
PERTINAX)  CEPA VE%T ﬁg’AC
AVALIADA E -
?EEEMENDmgMS FABRICANTE:

01 |400| LITROS | SUMITOMO | R$217,00 |RS$ 86.800,00
EMBALAGEM DE 10

CHEMICAL

LITROS, OHM e )
LACRE INTERNO A| “propd |
TAMPA, VALIDADE ' 1
, LTDA AL
MINIMA DE 12 /
MESES A PARTIR DA - /
DATA _ DE /
AUTORIZACAO DE A =
FORNECIMENTO. /

AVENIDA NEREU RAMOS, 1866 E BAIRRO PASSO DOS FORTES — CHAPECO —SC

CEP: 89805.1000 — FONE: 49.3322.0061
utdora de Produtos
Ltda
\“--.,




[76.612.506/0001-13!
{.E. 250.979.403
MM DISTRIBUIDORA DE

BN G IR ABRRUEE

VALOR TOTAL POR EXTENSO: R$ 86.800,00 (OITENTA E SEIS MIL E
OITOCENTOS REAIS)

VALIDADE DA PROPOSTA: 60 DIAS

PRAZO PARA PAGAMENTO: O pagamento serd efetuado através de transferéncia
bancaria em até 30 dias apds emissdo da Nota Fiscal e entrega dos produtos ou
fornecimento dos servigos, mediante a apresentacdo da Autorizacdo de Compras/Ordem
de Servico, acompanhada da Respectiva Nota Fiscal com o devido aceite. N&do serd aceito
boleto bancario para pagamento.

PRAZO DE ENTREGA: Os materiais/servicos deverio ser fornecidos nas Secretarias
solicitantes de acordo com os locais do Anexo XI do edital, no horario das 08:00 ao
12:00 das 13:00 as 17:00 horas, no prazo de 15 (quinze) dias, apos ssolicita¢do da
Secretaria requisitante mediante Autorizacido de Compras (AC) ou Ordem de
Servigo (OS).

OS PRECOS COTADOS SAQ FIXOS E IRREAJUSTAVEIS, NELES JA ESTAO
INCLUSAS EVENTUAIS VANTAGENS E/OU ABATIMENTOS, IMPOSTOS,
TAXAS E ENCARGOS SOCIAIS, OBRIGACOES TRABALHISTAS,
PREVIDENCIARIAS, FISCAIS E COMERCIAIS, ASSIM COMO DESPESAS COM
TRANSPORTES E DESLOCAMENTOS E OUTRAS QUAISQUER QUE INCIDAM
SOBRE A CONTRATACAO.

CHAPECO (SC), 03 DE NOVEMBRO DE 2023.
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1. DADOS DA EMPRESA

MM DISTRIBUIDORA DE PRODUTOS VETERINARIOS LTDA

CNPJ N° 76.612.506/0001-13

IE: 250.979.403

AVENIDA NEREU RAMOS, 1866 E BAIRRO — PASSO DOS FORTES
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2. DADOS BANCARIOS

NOME DO BANCO - BRASIL

CIDADE — CHAPECO - SC

N. DA AGENCIA - 0321-2

CONTA CORRENTE - 338330-X

NOME TITULAR DA CONTA - MM DISTRIBUIDORA DE PRODUTOS
VETERINARIOS LTDA

CRUSVALDINO BELLORINI MESALIRA

3. DADOS DO REPRESENTANTE LEGAL

NOME COMPLETO - JOAO ANGELO MESALIRA
CARGO / FUNCAO - SOCIO ADMINISTRADOR
N. DA IDENTIDADE — 3.501.371-0

CPF - 051.317.259-92
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FONE —49.3322.0061

[76.612.506/0001-13! CHAPECO (SC), 03 DE NOVEMBRO DE 2023.

L

I. E. 250.979.403
MM DISTRIBUIDORA DE
PRODUTOS VETERINARIOS LTDA
Avenida Nereu Ramos, n° 1866-E
Bairro Passo dos Fortes - CEP: 89.805-100

CHAPECOSC  MMIDISTRIBUIDORA DE PROQUTOS VETERINARIOS LTDA

CNPJ: 76.612.506/0001-13 ]
JOAO ANGELO MESALIRA - SOCIO ADMINISTRADOR

CPF: 051.317.259-92 : '\
ID: 3.501.371-0

AVENIDA NEREU RAMOS, 1866 E BAIRRO PASSO DOS FORTES - CHAPECO —-SC

CEP: 89805.1000 — FONE: 49.3322.0061 D

~4



vl

VectoBac 12As
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N Eficaz no controle bioldgico
de larvas de mosquitos
e borrachudos
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Latin America



VectoBac 12AS & marca regisirada da Valent BioSaciances Corporation, USA.

Modo de Aplicagao

VeotoBac 1248 pode ser aplicado com equipamentos
onvancionais ierrestres ou em aplicacado aérea em
uantidade suficiente para oroporcionar cobertura uniforme

da &rea alvo. N&o preparar caldade VectoBac 1248 mais do

<

SUMITOMO CHEMICAL

Latin America

Sumitemo Chemical do Brasil Representages Lida.
Av. Paulista, 854 - 11° andar - conj. 112 - Bela Vista
CEP: 01310-913 - Sa0 Paulo - $P - Tel.: 11 3174-0355

www.sumitomoc-chem.co.jp

e

altamente seguro ao homem € 20 meio ambienie

" . g
Iarnamentdacnes e Uso
Recomenoacges ue Uso

Aguas com pouca presenga de larvas:
0.5a21L/Mha
Aguas com alta presenca de larvas:
ta2l/ha

Aguas limpas e/ou Com pOLCa Presanga
delarvas:0,5a1 Uha

Aguas poluidas e/ou com alta presenca
de larvas; 1 a2Uha

0.5 225 ppm ;




WS, AN AL S

fun Pedre Anchicta, 1697 - G. 1108 - Bigarrilho - Curitibe - Perang - Sragii - (EP 80730-000. Tel: 35 41 3298-7136 - Email: contalo®@leancrdoabroy.com br

Doc. No. 1-4153

Eu, abaixo assinado, Tradutor Publico e Intérprete Comercial, com fé piblica e validade
em todo o Territorio Nacional, nomeado pela Junta Comercial do Estado do Parana -
JUCEPAR e nela matriculado sob o N° 12/200-T, CERTIFICO e DOU FE que me foi
apresentado um documento em lingua inglesa a fim de ser por mim traduzido para o
portugués, o que cumpro, em razdo do meu oficio, como segue:

ESPEC!FICA(;()ES E AVALIACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS
NA SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

INDICE

Pdgina
ISENCAO DE RESPONSABILIDADE 3
INTRODUCAO 4
PRIMEIRA PARTE

ESPECIFICACOES PARA Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AMG5-
52

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

INFORMACOES 6
Bacillus ’rhurfngiem:is subespécie  israelensis cepa AMG65-52 GRANULOS
DISPERSIVEIS EM AGUA (OUTUBRO DE 2012) 7
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

GRANULOS (OUTUBRO DE 2012) 20
SEGUNDA PARTE

AVALIACOES PARA Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 2011 SOBRE Bacillus thuringiensis
subespécie israelensis cepa AMG65-52

33
ANEXO I: REFERENCIAS 35

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 2006 SOBRE Bacillus thuringiensis
subespécie israelensis cepa AM65-52

36
INFORMACOES DE APOIO 40
ANEXO [: RESUMO DE RISCOS FORNECIDO PELO PROPONENTE 46
ANEXO 2: REFERENCIAS 52

ISENCAO DE RESPONSABILIDADE'

As especificagbes da OMS sdo desenvolvidas com o objetivo bésico de promover, na
medida do possivel, a fabricagfio, distribuigéo e utilizagdo de pesticidas que cumpram

com exigéncias basicas de qualidade. LA
A conformidade com as especificagdes ndo constitui endosso ou garantia da adequacje

de um pesticida em particular a uma finalidade especifica. incluindo sua adequacio fara
0 controle de uma determinada praga, ou sua adequag3o para o uso em determinada
drea. Devido a complexidade dos problemas envolvidos, a adequacio de pesticidas para
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uma finalidade especifica e o contedo das instrugoes do rétulo devem ser decididos a
nivel nacional ou provincial.

Além disso, pesticidas que sao fabricados para cumprir com essas especificagdes nao
estio isentos de nenhum regulamento de seguranga ou disposi¢do administrativa ou
legal aplicavel a sua fabricacdo, venda, transporte, armazenamento, manuseio,
preparacdo e/ou utilizagdo.

A OMS renuncia toda e qualquer responsabilidade por qualquer lesdo, morte, perda,
dano ou outro prejuizo de qualquer tipo que possa surgir como resultado de, ou em
conexdo com, a fabricacdo, a venda, o transporte, 0 armazenamento. O manuseio, a
preparagdo e/ou a utilizagdo de pesticidas que foram considerados, ou declarados, ser
fabricados para cumprir com tais especificagdes.

Além disso. a OMS gostaria de alertar os usudrios sobre o fato de que ©
armazenamento. 0 manuseio, a preparagdo e/ou a utilizagao inadequados dos pesticidas
pode resultar na redugdo ou perda completa da seguranga e/ou eficacia.

A OMS ndo é responsavel, e ndo aceita qualquer responsabilidade, pelo teste de
pesticidas para comprovar a conformidade com as especificagdes, nem por qualquer
método recomendado e/ou uso para teste de conformidade. Como resultado, a OMS nédo
garante nem declara, de nenhuma forma, a conformidade efetiva de nenhum pesticida
considerado estar em conformidade com uma especificagdo da OMS.

' A presente isengdo de responsabilidade se aplica a todas as especificagdes publicadas
pela OMS.

INTRODUCAO

A OMS estabelece e publica especificagdes® para materiais técnicos e formulagdes
relacionadas a pesticidas utilizados na saide publica com o objetivo de que tais
especificacdes possam ser usadas para proporcionar um ponto de referéncia
internacional pelo qual os produtos possam ser julgados tanto para finalidades
regulatdrias quanto para operagoes comerciais.

Desde 2002. o desenvolvimento das especificagdes da OMS segue © Novo
Procedimento, descrito no Manual para Desenvolvimento e Uso da FAO e as
Especificagdes para Pesticidas da OMS. Esse Novo Procedimento segue um processo
de avaliacdo transparente e formal. Ele descreve o pacote de dados minimo, 0
procedimento € a avaliagdo aplicados pela OMS e pelos especialistas da “Reunido
Conjunta FAO/OMS sobre Especificagdes de Pesticidas (JMPS)”.

As especificagdes da OMS atualmente se aplicam somente a produtos para 0s quais 0s
materiais técnicos foram avaliados. Consequentemente, a partir do ano de 2002, a
publicagdo das especificagdes da OMS sob o Novo Procedimento mudou. Cada
especificagdo agora consiste de duas partes. ou seja, as especificagdes € o(s) relatdrio(s)
de avaliagéo:

Primeira Parte: A Especificacio sobre os materiais técnicos € as formulagOes
relacionadas do pesticida de acordo com 0s capitulos 4 a 9 do manual supramencionado.
Segunda Parte: O(s) Relatério(s) de Avaliacio do pesticida, que refletem a avaliacdo
do pacote de dados realizada pela OMS e pela JMPS. Os dados sgo fornecidos pelo(s)
fabricante(s) de acordo com as exigéncias do capitulo 3 do manual supramencionado, €
sdo apoiados por outras fontes de informagdo. O Relatorio de Avaliagio inclui o0 nome
do(s) fabricante(s) cujos materiais técnicos foram avaliados. Os relatorios de avaliagdo
sobre as especificacdes desenvolvidas apos o conjunto original de especificagdes s&
adicionados em ordem cronolégica a esse relatorio.
As especificagdes da OMS sob o Novo Procedimento ndo se aplicam necessariamente
a produtos nominalmente semelhantes de outro(s) fabricante(s), nem aqueles cujo
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ingrediente ativo € produzido por outras vias de fabricagdo. A OMS tem a possibilidade
de estender o escopo das especificag¢des a produtos semelhantes, mas somente quando a
JMPS esteja convencida de que os produtos adicionais sdo equivalentes aqueles que
formaram a base da especifica¢do de referéncia.

As especifica¢bes indicam a data (més e ano) de publicacio da versdo atual. As
datas de publicacio das versdes anteriores, caso haja, estdo identificadas em nota
de rodapé. As avaliacdes indicam a data (ano) da reuniio na qual as
recomendacdes foram feitas pela JMPS.

¥ Nota de rodapé: As publicagdes estio disponiveis na internet em
(http://www.who.int/whopes/quality/en/).

PRIMEIRA PARTE ESPECIFICACOES
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

PAGINA
INFORMACOES 6
Bacillus ’ihuringien.s:is subespécie  israelensis cepa AMG65-52 GRANULOS
DISPERSIVEIS EM AGUA (OUTUBRO DE 2012) 7
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52
GRANULOS (OUTUBRO DE 2012) 20

ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

INFORMACOES

Nome cientifico

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AMG65-52

Abreviagdes

Bt: todas as subespécies de Bacillus thuringiensis.

Bti: todas as cepas de acillus thuringiensis subespécie israelensis (sorotipo dos flagelos:
H-14).

Bti AM65-52: a cepa & qual o codigo 770 da CIPAC se aplica.
Numero CIPAC

770

Testes de identidade

(i) Exame microscopico: bacilos gram-positivos; presenca de esporos e inclusGes

cristalinas parasporais. {
(i) Analise SDS-PAGE do perfil de peso molecular dos cristais de proteina ; & all
endotoxina. W\

(iii) Analise de agarose-GE do perfil de plasmideo.

Uma metodologia alternativa de identidade especifica de cepa pode ser utilizada:
Genomotipagem.

Cepas bacterianas podem ser caracterizadas por comparagéio de seu DNA gendmico a
uma série de fragmentos de DNA gendmico originados de uma mistura de diferentes f
cepas da mesma espécie. Informagdes basicas sobre o potencial da tecnologia e sua
resolugdo sdo fornecidas nas referéncias a seguir (Salama et al. 2000, Leavis et al. 2007,
Vlaminckx et al. 2007). Esta tecnologia de hibridagdo atual tem permitido o ensaio de 4\
milhares de sequéncias de 4cidos nucleicos em uma tnica reagio em um substrato
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sélido. Um sistema tio massivamente paralelo oferece a oportunidade de aplicagdes de
diagnéstico para a identificagdo de cepas por meio de um processo comparativo.
Definigdo do ingrediente ativo

Uma mistura de cristais de proteina de endotoxina livre produzidos por Bti AMG65-52 e
os esporos e células portadoras.

Medigéo da atividade do ingrediente ativo

Resultados do bioensaio com larvas de 4° instar de Aedes aegypti (cepa Bora Bora),
expressados como unidades toxicas internacionais (U.T.1.)/mg de produto, relativos a
um material de referéncia Bti. Observacdo: o (nico padrdio de referéncia atualmente
disponivel é Valent BioSciences Corp. cepa AM65-52, lote n® 82-691-W5, que possui
biopoténcia de 7992 U.T.1./mg.

ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA

Bacillus  thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM65-52, GRANULOS
DISPERSIVEIS EM AGUA

Especificacio OMS 770/WG (Outubro de 2012)

A presente especificagdo, que é a PRIMEIRA PARTE desta publica¢do, é baseada em
uma avaliagdo de dados apresentados pelo fabricante, cujo nome estd listado nos
relatérios de avaliacdo (770/2006, 770/2011). Ela deve ser aplicavel aos produtos
relevantes de tal fabricante, mas ndo representa um endosso de tais produtos, nem uma
garantia de que eles estdo em conformidade com a especificagdo. A especificagdo pode
ndo ser adequada para produtos de outros fabricantes. Os relatorios de avaliagdo
(770/2006, 770/2011), como a SEGUNDA PARTE, jformam parte integral desta
publicacdo.

1 Descri¢io (Observagdo 1)

O material deve consistir de uma mistura homogénea de Bacillus thuringiensis ssp.
israelensis, cepa AM65-52 (Observagdes 2 € 3), juntamente com cargas € quaisquer
outros adjuvantes necessarios. Ele deve estar na forma de pequenos granulos castanho
claros (Observagdo 4), destinados para aplicagdo por spray apds a desintegragdo e
dispersao na 4gua, ou para aplicagdo direta nos habitats das larvas de mosquito,
incluindo recipientes de armazenamento de agua. A formulagdo deve ser seca, de fluxo
livre, e livre de matéria estranha visfvel e carogos.

2 Ingrediente ativo (Observagéo 1)

2.1 Identidade

O ingrediente ativo deve estar em conformidade com os testes de identidade descritos
na Observagédo 5.

2.2. Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AM65-52, teor (Observagdo 6)

A atividade biologica (biopoténcia) de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa
AM65-52 nio deve ser menor do que 2700 unidades tdxicas internacionais/mg, quando
determinado pelo método descrito na Observagéo 6.

3  Impurezas relevantes (Observagdes 1 ¢ 7)

3.1 Agua (MT 30.5, CIPAC Handbook J, p.120, 2000) Maximo: 50 g/kg.
4  Contaminantes bacterianos (Observagio 1) ‘
4.1 Staphylococcus aureus (Observagao §) (/
Staphylococcus aureus ndo deve ser detectado quando testado pelo método descrito na
Observacio 8.

4.2 Espécies de Salmonella (Observacio 9)

AD
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Espécies de Salmonella nao devem ser detectadas quando testado pelo método descrito
na Observag@o 9.

4.3 Pseudomonas aeruginosa (Observagao 10)

Pseudomonas aeruginosa nao deve ser detectado quando testado pelo método descrito
na Observagdo 10.

4.4 Escherichia coli (Observaggo 11)

Escherichia coli ndo deve exceder 100 unidades formadoras de colénia (UFC)/g de WG
quando testado pelo método descrito na Observagio 11.

5  Propriedades fisicas (Observacao 1)

5.1 Faixa de pH (MT 75.3, CIPAC Handbook J, p.131, 2000) faixa de pH: 5.6 a
6.0.

5.2 Espuma persistente (CIPAC MT 47.2, CIPAC Handbook F, p.152, 1995)
Nenhuma espuma mensuravel, imediatamente (Observagéo 12).

5.3 Teste de peneiramento a umido (MT 185, CIPAC Handbook K, p.149, 2003)
Nio mais do que 2,2% da formulagdo deve ser retida no teste de peneiramento a 75um.
54 Grau de dispersio (MT 174, CIPAC Handbook F, p.435, 1995) (Observagao
13)

Um minimo de 90% de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AMGS—SZ, 0
contetido que ficar abaixo de 2,2 deve estar em suspensdo apds 5 min em Agua Padréo
D CIPAC a 30 = 2°C.

55 Capacidade de suspensao (MT 184, CIPAC Handbook F, p.142, 2003)
(Observagado 13)

Um minimo de 90% de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AMGS-SZ, 0
contetdo que ficar abaixo de 2,2 deve estar em suspensdo apos 30 min em Agua Padréo
D CIPAC a 30 +2°C.

5.6 Capacidade de umedecimento (MT 53.3, CIPAC Handbook F, p.164, 1995)
A formulaciio deve estar completamente molhada em 5 segundos, sem turbilhdo.

5.7 Pulveruléncia (MT 171, CIPAC Handbook F, p.425, 1995) (Observagdo 14)
Quase livre de po.

6 Estabilidade no armazenamento

6.1 Estabilidade em temperaturas elevadas (MT 46.3, CIPAC Handbook J.
p.128, 2000) (Observagéo 15)

Apds o armazenamento por 14 dias a 54 = 2°C. a média determinada do teor de
ingrediente ativo ndo deve ser menor que 84%, em relagdo a média determinada
encontrada antes do armazenamento (Observagao 16), ¢ a formulacdo deve continuar
em conformidade com as clausulas para:

- faixa de pH (5.1);

- teste de peneiramento a imido (5.3);
- grau de dispers#o (5 A);

- capacidade de suspensao (5.5);

- pulveruléncia (5.7)-

Observacdo 1 7
Uma amostra consistindo de, pelo menos, dois sacos lacrados (ou as menores unidades

de embalagem) deve ser coletada de cada lote para teste. Antes do teste, sacos lacrados

nio devem ser abertos e devem ser mantidos longe da incidéncia direta de luz solar e de
outras fontes de calor. O material a ser testado quanto a contaminantes bacterianos
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(clausulas 4.1 - 4.5) deve ser coletado de um saco recentemente aberto em condicdes
assépticas.

Observacéo 2

Ao contrario da maioria das especificagdes da OMS quanto a formulacdes, uma
especificagdo para o ingrediente ativo de grau técnico correspondente nio ¢ uma

referéncia cruzada nesse caso. porque o WG ¢ produzido em um processo integrado no
qual o ingrediente ativo ndo ¢ isolado.

Observagdo 3

O ingrediente ativo, Bti cepa A65-52, é definido como uma mistura de cristais de
proteina de endotoxina livre e as células e esporos Bti portadores desses cristais de
endotoxina.

Observacio 4

Os granulos possuem odor de mofo.

Observacdo 5
Identificacdo de Bti cepa AM65-52
A identificagdo € baseada nos testes a seguir.

(1) Exame microscopico das células bacterianas apds coloragio de Gram
(bastonetes Gram positivos) e de esporos e proteinas cristalinas aderentes sem coloragéo
de Gram.

(ii) Andlise SDS-PAGE do perfil de peso molecular das proteinas cristalinas
endotoxina Bti.

(ii1) Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico para as endotoxinas.
No teste (i), a coloragdo de Gram ¢ um teste bacteriolégico utilizado universalmente e
ndo ¢ descrito abaixo. Bacillus thuringiensis ¢ observado como bacilos Gram positivos
no teste (i), mas esse resultado identifica apenas 0 amplo grupo de bactérias que inclui
Bt. Observagdo microscopica de esporos e cristais aderentes (irregularmente redondos)
apoia a identificagdo como Bt, mas n3o de forma definitiva. Os testes (ii) e (iii)
identificam a cepa Bti como AM65-52. A identidade pode ser estabelecida por meio
tanto do teste (ii) quanto do teste (iii) em combinag&o com o teste (i), mas, em casos de
duvida, todos os testes devem ser conduzidos.

Antigenos flagelares (H-14) também podem ser utilizados para identificar a presenca de
Bti, caso antissoros adequados bem caracterizados se tornem disponiveis, mas &
importante observar que tais antissoros ndo identificariam a cepa.

Teste de identidade (ii), perfil de peso molecular dos cristais de proteina
endotoxina Bti cepa A65-52.

Principio

Endotoxinas de Bti cepa AM65-52 ocorrem como inclusdes irregularmente redondas,
desenvolvidas durante esporulagdo. Os cristais contém 4 proteinas principais'”,
designadas como Cry4Aa, Cry4Ba, Cryll1Aae CytlAa.

Os cristais sdo extraidos da formulagéo por centrifugagio e lavagem. As proteinas dos
cristais sdo dissolvidas e desnaturadas (perdendo suas estruturas secundaria e terciaria) &~
0s pesos moleculares sdo determinados pelo método de eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), com base no método de Laemmli
et al.’, conforme modificado por toxinas Bt por Brussock & Carrier”.

Proteinas padrio tratadas de forma semelhante também sfo separadas no gel, para
fornecer calibradores de peso molecular. Apos a coloragdo do gel e a descoloragio para
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remover o fundo, 3 importantes bandas de proteinas devem ser aparentes, de 135 kDa
(Cry4Aa, Cry4Ba), 70 kDa (Cryl1Aa) ¢ 28 kDa (Cyt] Aa).

' Hofte, H. e Whiteley, H.R. (1989) Insecticidal crystal proteins of Bacillus
thuringiensis  [Proteinas de cristais inseticidas de Bacillus thuringiensis].
Microbiological Reviews 53: 242-255.

* Crickmore et al. (1998) Revision of the nomenclature for the Bacillus thuringiensis
pesticidal crystal proteins [Revisio da nomenclatura para os cristais de proteina
pesticida de Bacillus thuringiensis]. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 807-813.

? Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4 [Clivagem de proteinas estruturais durante a montagem da cabeca
do bacteriéfago T4]. Nature 227 (5259): 680-685.

* Brussock, S.M. e T.C. Carrier (1990) Use of sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide
gel electrophoresis to quantify Bacillus thuringiensis d-endotoxins [Uso de dodecil
sulfato de soédio - eletroforese em gel de poliacrilamida para quantificar Bacillus
thuringiensis 5-endotoxinas]. Capitulo em: Quimica analitica de Bacillus thuringiensis.
ACS Symposium Series. (Hickle, L.A. e W_L. Fitch. eds.) 78-87.

Equipamentos ¢ materiais

Sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sédio de Laemmli
(SDS-PAGE); resoluggo de géis de 10% de acrilamida ou um gradiente linear de cerca
de 5-20% ¢ adequada.

Banho em dgua fervente (100°C).

Micro centrifuga (Eppendorf Microfuge, ou equivalente), produzindo 8000 g.

Padréo de calibragem de peso molecular. Contendo proteinas na faixa de 14 kDa
(lisozima) a 200 kDa (miosina). Proteinas de peso molecular intermediario que podem
ser incluidas sdo B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), glutamato desidrogenase (55 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21 kDa) e mioglobina (17 kDa). Exemplos de
kits de calibragdo comercialmente disponiveis sio Mark 12 unstained standard
(Invitrogen Cat.# LC5677) ou Broad range SDS-PAGE standard (BioRad Cat.# 161-
0317), mas qualquer equivalente adequado pode ser usado. O padrio de calibragio deve
ser preparado em um tamp#o de amostra 2X Laemmli.

Solugdo de dcido etilenodiaminotetracético (EDTA), 5 mM em agua, pHS.

Cloreto de sédio / solu¢do EDTA, NaCl/EDTA, 1 M/5 mM em 4gua, pH 8. Solugdo de
hidroxido de sodio, 0,1 M em agua.

Tampdo 2X Laemmli, 125 mM tris-HCI (pH 6,8), dodecilsulfato de sodio (SDS) 4%, B-
mercaptoetanol 0,2%, glicerina 50%, azul de bromofenol (marcador de rastreamento)
em agua. Ditiotreitol (0,2 M) pode ser usado no lugar de B-mercaptoetanol.

Solugdo de azul de Coomassie, Azul Brilhante de Coomassie R 0,2% em agua contendo
50% de metanol e 10% de 4cido acético glacial (ou utilizar um sistema de coloragio
baseada em Coomassie comercialmente disponivel).

Metanol/dcido acético, dgua contendo 25% de metanol e 10% de 4cido acético glacia

(ou utilizar um sistema de coloracdo baseada em Coomassie comercialme
disponivel).

A gua deionizada. Micropipeta.

Método

i Pese aproximadamente 10 mg de WG no tubo da micro centrifuga.
Adicione a solugdo NaCl/EDTA e disperse o produto. Centrifugue a > 8000 g até que os
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solidos suspensos formem um sedimento (normalmente 5 min a 14000 g). Descarte o
sobrenadante.

ii. Lave o sedimento duas vezes em 5 mM de EDTA, pH 8,0, centrifugue
como descrito acima e descarte o sobrenadante todas as vezes.

1. Solubilize os cristais de endotoxina no sedimento resuspendendo-os em
solugdo de NaOH 100 ul por 30 min a 37°C.

iv. Centrifugue a suspensdo, conforme descrito acima, para remover materiais
insolaveis. Colete o sobrenadante e descarte o sedimento.

v. Adicione o tampdo 2X Laemmli 100 ul ao sobrenadante, misture e
imediatamente aquega a mistura a 100°C por 5 min.

\78 Resfrie e centrifugue a mistura por 5 min a > 8000 g para remover
materiais insoltveis. Colete o sobrenadante e descarte o sedimento.

vii. Carregue um pequeno volume (aproximadamente 10-20 pl) do

sobrenadante no gel SDS-PAGE. Também carregue o gel com uma quantidade
adequada de padrdo de calibrag@o de peso molecular em tampio 2X Laemmli. Realize a
eletroforese de acordo com as instrucdes do fabricante do equipamento de gel.

viil. Core 0 gel com solug@o azul de Coomassie, para visualizar as proteinas,
descore com metanol/acido acético até que o fundo esteja transparente.
IX. Observe as posicdes das principais bandas distintas na amostra em relacdo

a0 padrdo de calibracdo do peso molecular. Espera-se que as endotoxinas Bti da cepa
AM65-52 produzam bandas em posi¢Ges correspondentes a aproximadamente 135, 70 e
28 kDa.

Teste de identidade (iii), eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico.
Principio

Os esporos Bti sdo separados da formulago, cultivados em caldo Luria, depois lisados e
centrifugados para remover insoliveis. Apds a precipitagdo plasmidica com etanol em
baixa temperatura e a centrifugagfo, as proteinas residuais e o RNA sdo removidos com
proteinase e RNases, respectivamente. O DNA plasmidico é separado por eletroforese
em gel de agarose e visualizado por meio de fluorescéncia com brometo de etidio sob
luz UV. Nessas condigbes, a cepa plasmidica Bti AM65-52 produz bandas de DNA
visiveis correspondentes a aproximadamente 3,3, 4,2, 4,9, 10,6, 68 ¢ 75 MDa, sendo
que a dltima contém os genes da toxina Bti. Os componentes 68 ¢ 75 MDa geralmente
aparecerdo como uma banda acima da camada de esfregaco cromossémico. Outros
plasmideos que se sabe da presenga sfio as bandas 105 e 135 MDa, que sdo muito
grandes para isolar facilmente.

Egquipamentos e materiais

Incubador, 37°C.

Banho de 4gua, 68°C.

Banho de dgua no agitador, 28°C. 71U

Refrigerador, 4 + 2°C. &

Refrigerador., -18 = 2°C. /
f.

Gelo, picado. ‘
Centrifuga de bancada, tendo tubos de 50 ml, para operar a 4000 g. ’ 7‘]

Micro centrifuga refrigerada (Eppendorf Microfuge, ou equivalente), para operar a
14000 g.

Misturador Vortex.
Secador a véacuo, Savant Speedvac ou equivalente.

S\
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Caldo Luria, Sigma-Aldrich L3522 ou equivalente, reconstituido de acordo com as
instrugdes do fabricante e esterilizado em autoclave.

Agua, duplamente destilada.

Acido cloridrico, concentrado.

Acido acético, glacial.

Solugdio tampdo Tris, 1| M. Dissolva 121,1 g da base tris em cerca de 800 ml de agua,

ajuste ao pH 7,6 com HCI concentrado (cerca de 60 ml) e complete com agua até€ atingir
1 litro.

Solugdo de cloreto de sédio, 5 M. Dissolva 292.2 g de NaCl em agua, e complete até
atingir 1 litro.

Solu¢do EDTA, 0,5 M em &gua, ajustada ao pH 8.0.

Solugdo de dodecilsulfato de sodio (SDS), grau de eletroforese, 10% em agua. Dissolva
100 g de SDS em cerca de 900 ml de agua (aquecendo a 68°C para ajudar na
dissolucdo), ajuste ao pH 7,2 com algumas gotas de HCI concentrado € complete com
agua até atingir | litro.

Solugdo tampdo TES. Dilua uma mistura de 3 ml de tamp#o tris, | ml da solucdo EDTA
e | ml da solugio NaCl (conforme descrito acima) em 100 ml com agua.

Meio de sacarose. Dilua 12,50 g de sacarose junto com | ml da solugdo NaCl e 2,5 ml
da solug@o tris em 50 ml com agua.

Solu¢do SDS-NaCl. Dilua uma mistura de 2 ml da solugfio SDS e 1,4 ml da solucdo
NaCl em 10 ml com agua.

Solugdo de acetato de sodio. Dissolva 40,81 g de acetato de sodio 3H,O em cerca de 80
ml de agua. ajuste ao pH 5.6 com acido acético glacial e complete com agua até atingir
100 ml.

Solug¢do tampdo Tris-borato. Dissolva 108 g da base tris, 55 g de acido borico ¢ 5 ml da
solugdo EDTA em cerca de 800 ml de 4gua, ajuste ao pH 8,3 e dilua a 1 litro (10X o
tampao de tris-borato). Dilua 1+9 com agua para produzir 1X o tampéo de tris-borato.
Solugdo de lisozima. 50 mg/ml em meio de sacarose.

Etanol, 100% e 70% de solug@o aquosa, resfriada a 4°C.

Solugdo RNase T1, 100 U/ml.

Solugdo RNase A, 10 mg/ml.

Solu¢éo Proteinase, 10 mg/ml.

Géis agarose. Prepare 0,8% dos géis em solucdo tampao 1X tris-borato. Um gel de 20
cm de comprimento. 10 cm de largura e 3-4 mm de profundidade requer cerca de 100
ml de solucdo agarose. Utilize 1,5% de 4gar para end plugs, se necessario. Quando o gel
se solidificar, cubra minimamente sua superficie com a solugo tamp@o tris-borato
(aproximadamente 40 ml).

Papel filme PVDC (“pelicula aderente™), Saran'™ ou equivalente.

Aparelho de eletroforese. adequado para executar géis de agarose. BioRad; G
(anteriormente Pharmacia), ou equivalente. /
Marcador de peso molecular, kB ladder (Invitrogen), Pulse marker (Sigma)<

equivalente. ,

Corante de rastreamento para eletroforese, contendo azul de bromofenol 0,25% e
Ficoll 400 15%.

Solugd@o de brometo de etidio, 5 pg/ml em dgua (observagédo: utilizar luvas de borracha
nitrilica para manusear a solugéo e os géis tratados).

Lampada UV, para visualizagdo das bandas de DNA.

A
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Meétodo
i Transfira, de forma asséptica, cerca de | mg de Bti WG para um frasco
estéril contendo 2 ml de meio/agua, e misture completamente.

ii. Mantendo as condicdes assépticas, inocule 100 pl da mistura celular Bti
suspensa em 20 ml de caldo Luria e incube, com agita¢do, a 28°C por cerca de 16 horas.

1. Sedimente as células em uma centrifuga de bancada a velocidade maxima
por 15 minutos, e descarte o sobrenadante.
Iv. Adicione 1 ml de solucdo tamp#io TES, vortex para ressuspender o granulo,

transfira a suspensdo para um tubo da micro centrifuga ¢ sedimente as células por 2
minutos a 5°C. Descarte o sobrenadante.

V. Adicione 180 ul de meio de sacarose e vortex para ressuspender o
sedimento. Adicione 20 ul de solugdo de lisozima, misture manualmente ¢ devagar (ndo
use um misturador vortex) e incube a 37°C por 60 minutos.

vi. Adicione 48 ul da solucfio de NaCl, 12 pl da solugdo EDTA e 260 pl da
soluciio SDS-NaCl, e lentamente inverta o tubo, duas vezes. Incube a mistura por 10
minutos a 68°C, depois coloque o tubo em gelo por 60 minutos. Centrifugue a 4°C por

15 minutos para sedimentar os detritos da parede celular e transfira 300 ul do
sobrenadante para outro tubo de micro centrifuga.

vii Adicione 33 ul de solugdo de acetato de sédio e 670 pl de etanol 100%
frio, vortex para misturar e coloque no freezer por > | hora. Centrifugue a 5°C por 15
minutos, ¢ descarte o sobrenadante.

Viii Adicione aproximadamente 200 pl de etanol 70% frio, vortex para
misturar, depois centrifugue a 5°C por 10 minutos, e descarte o sobrenadante. Seque 0
sedimento em um secador a vacuo por cerca de 30 minutos. Adicione 200 pl da solugédo
tampao TES ao sedimento seco, vortex para ressuspendé-lo, deixe a mistura descansar
em temperatura ambiente por 15 minutos e depois vortex novamente para misturar.

ix. Adicione 2 ul de solugdo RNase ¢ 2 ul de solugdo RNase A, misture ¢
incube a mistura a 37°C por 30 minutos. Adicione 20 pl de solugéo proteinase e incube
a mistura a 37°C por | hora.

X Misture 15 pl da solugiio amostra com 3 ul do corante rastreador e transfira
tudo para um pogo no gel de agarose. Inclua uma quantidade adequada do marcador de
peso molecular, de acordo com as instrugdes do fabricante, em um pogo adjacente.

Xl Submeta o gel a 50V por cerca de 15 minutos. Desligue a tensdo antes de
remover o excesso da soluciio tampao da superficie do gel, depois cubra-o com o filme
PVDC. Ajuste a voltagem para liberar uma corrente de 20 mA e deixe ligada no gel ao
longo da noite (16-17 horas). Inverta a polaridade da voltagem por 30 segundos
imediatamente antes de desliga-la e retira-la do gel.

xl. Core o gel com a solugfio de brometo de etidio por 20 minutos, com
agitacdo suave. Descore o gel em solucdio tampdo 1X tris-borato por 20 minutos, ﬁ
trocando a soluc@o tampao 3 vezes durante esse tempo. Coloque o gel sob uma lampada I
UV e fotografe-o. A cepa AM65-52 Bti de plasmideos deve produzir 5 bandas
fluorescentes abaixo do esfregaco cromossdmico e. dependendo da qualidade de
separacio do gel, | banda pode aparecer acima do esfregago cromossémico. Devido ;
possiveis mudangas de conformagdo de formas super enroladas a relaxadas do {
plasmideo durante a preparagdo, os tamanhos reais dos plasmideos sdo melhor
determinadas por compara¢io no mesmo gel com uma cepa Bt que tenha tamanhos
conhecidos de plasmideos, tais como os padrdes de referéncia Bti HD-1 ou HD-2.
Observacdo 6
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Determinacio de biopoténcia

Principio

A biopoténcia ¢ medida em unidades toxicas internacionais (U.T.1.) por mg do produto.
A biopoténcia € testada por comparagdo da mortalidade das larvas de mosquito
produzida pelo produto em teste com a mortalidade produzida por um pé seco de
pulverizagdo de referéncia* de Bacillus thuringiensis subesp. israelensis, utilizando
larvas de quarto instar de dedes aegypti (cepa Bora Bora). A toxicidade (U.T.L./mg) dos
produtos testados € determinada de acordo com a seguinte formula:

U.T.I./mg de produto testado =

padrio de referéncia U.T.I./mg x padrio CLs; (meg/])
CLso (mg/1) de produto testado

Equipamentos e materiais

Homogeneizador ou agitador top-drive.

Banho de gelo (recipiente de gelo picado).

Balan¢a analitica (precisao de = 0,1 mg).

Balanga analitica de prato wunico (precisdo de = 10 mg), preferivelmente com facilidade
de tara.

Agua deionizada

Agente umidificante (por exemplo, Tween 80)

Béqueres de 200 ml, vidro de borosilicato ou plastico

Frasco de 500 ml, de boca larga, com tampa de rosca, de vidro transparente

Frasco de 100 ml, com tampa de rosca, de vidro transparente

Micropipeta

Pipeta de 10 ml

Tubos de 12 ml, de plastico com rolhas ou tampas.

Copos de 200 ml, de plastico ou papel revestido de cera

Método

(i) Producéo de larvas de teste

Larvas L4 representam a sensibilidade total da populagdo alvo e sdo faceis de
manipular. E muito importante utilizar uma populagdo homogénea de quarto instar, que

€ obtida depois de cinco dias da eclosdo dos ovos, por meio de métodos padrio de
criacdo.

Ovos de Aedes aegypti sdo colocados em um copo forrado com papel de filtro e um
ter¢o cheio de dgua deionizada. O papel é secado em temperatura ambiente e mantido
por varios meses armazenado em um saco plastico selado em temperatura ambiente.
Quando as larvas sdo necessérias, o papel € imerso na dgua sem cloro. Para sincronizar
a eclosdo, adicione alimento de larva na dgua 24 horas antes de adicionar os ovos. O
crescimento bacteriano vai desoxigenar a 4gua e isso provoca a eclosio dos ovos. Isso
normalmente induz os primeiros instars a eclodir dentro de 12 horas. Depois, essas
larvas s@o transferidas para um recipiente (25 x 25 x 10 cm) contendo 2 litros de dgua
sem cloro, para obter uma populacdo de 500 a 700 larvas por recipiente. O alimento
para as larvas deve ser flocos de proteina, como utilizado para peixes de aquario, ou pé
de biscoito de gato, € os recipientes devem ser mantidos a 25 = 2°C. E importante que a

quantidade de alimento seja pouca para evitar forte crescimento bacteriano que mate as | 73

larvas. O ideal ¢ alimentar vérias vezes, com | ou 2 dias de intervalo, e observar
diariamente. Caso a agua se torne turva, substitua toda a dgua, filtrando as larvas e
transferindo-as para um recipiente limpo com agua limpa e alimento. De cinco a sete
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dias depois, uma populagio homogénea de quarto instar (5 dias de vida e de 4 a 5 mm
de comprimento) deve ser obtida.

" O po de referéncia originalmente recomendado pela OMS para esse fim, [PS82 cepa
1884 do Instituto Pasteur, ndo estd mais disponivel. Até que um pé de referéncia
internacional substituto seja disponibilizado, um padréo de referéncia da cepa AM65-52
pode ser obtido da Valent Biosciences Corp. para fins de teste da conformidade do
produto com a especificagfo. Esse padrio de referéncia da cepa AM65-52 foi calibrado
contra IPS82 cepa 1884 ¢ possui uma biopoténcia de 7992 U.T.1./mg.

(i1) Preparac@o das suspensdes de padrfio de referéncia para calibracio do
bioensaio

Antes de preparar a suspensdo, verifique que a agitagdo/mistura do agente
umidificante/mistura de agua, descrito no paragrafo a seguir, nfio cause espuma. Caso
cause, dilua (por exemplo, 1:10) o agente umidificante antes de usar.

Pese precisamente 50 mg (com aproximagdo de 0,1 mg) do p6 do padriio de referéncia e
coloque-o em um béquer de 200 ml com 100 ml de 4gua deionizada (ele pode ser
transferido diretamente ao frasco de 500 ml caso a boca seja grande o bastante para
receber a cabega do agitador/misturador). Deixe a mistura descansar por 30 minutos e
adicione uma gota (cerca de 0,2 mg) do agente umidificante. Coloque o béquer no
banho de gelo e agite ou misture a mistura por 2 minutos. Verifique visualmente se
ainda existem particulas grandes e repita a agitacio/mistura caso ainda existam. Pese ou
tare o frasco de 500 ml e transfira a suspensdo/solugdo para ele, lavando completa e
cuidadosamente o béquer ¢ o agitador/misturador. Adicione mais 4gua deionizada para
fazer com que o peso do contetido chegue a 500 g (500 ml), tampe o frasco e agite
vigorosamente para misturar o contedo. Confirme, por andlise microscépica de uma
pequena aliquota, se agregados de esporos e cristais ainda persistem. Caso haja, o
conteudo deve passar por mais agitagdo/mistura no banho de gelo. Essa
suspensdo/solugdo primaria contém | mg/10 ml e deve ser agitada vigorosamente logo
antes de remover aliquotas.

Transfira 10 ml de aliquotas da suspensdo/solug@o priméria para tubos limpos de 12 ml
que sejam tampados/fechados imediatamente. Caso esteja transferindo vérias aliquotas.
tampe e agite a suspensdo/solugdo priméria em intervalos de ndo mais que 3 minutos,
porque 0s esporos e cristais assentam rapidamente na dgua. As aliquotas podem ser
armazenadas por um més a 4°C e por dois anos em um freezer a -18°C. Cada um
contém 1 mg do p6 padrio.

Para preparar uma “solug@o méae™, pese ou tare um frasco de 100 ml. Transfira uma das
aliquotas de 10 ml para um frasco de 100 ml, lavando-o cuidadosamente, pelo menos
duas vezes, com agua deionizada, e complete até atingir 100 g. Agite vigorosamente a
mistura (ou use o misturador) para produzir uma suspensdo homogénea. Aliquotas
congeladas devem ser totalmente homogeneizadas antes de usar, porque as particulas se
aglomeram durante o congelamento. A “solu¢io mae” contém 10 mg/I.

A partir da “solu¢@o mée”, diluigdes subsequentes sdo preparadas diretamente em copos
de plastico cheios (por pesagem) com 150 ml de 4dgua deionizada. Para cada copo, 25
larvas L4 de Aedes aegypti sdo adicionadas primeiro por meio de uma pipeta de Pasteur, |

antes da adigdo das suspensdes bacterianas. O volume de agua adicionado com as larga

¢ removido do copo (por pesagem) e descartado, para evitar mudanca do volume de 5

liquido no copo. Por meio de micropipetas, 600 ul, 450 ul, 300 pl, 150 pl, 120 ule 75 g
ul de “solugdo mae™ sdo adicionados a copos separados e as solugdes misturadas para /
produzir concentracdes finais de 0,04, 0,03, 0,02, 0,01. 0,008 e 0,005 mg/l,

respectivamente, do pé de padrio de referéncia. Quatro copos replicados so utilizados

/
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para cada concentragdo e um para controle, que contém apenas 150 ml de agua
deionizada.

(ii1) Preparaciio de suspensdes do produto a ser testado

Um homogenato inicial é feito da mesma maneira descrita acima para 0 pé de padrio de
referéncia. com a diferenca que as determinag@es de replicatas devem ser feitas sobre
diluicdes preparadas por pesagem de porgdes de teste separadas do produto. Ou seja,
quatro replicatas da suspens@o/solugdo priméria devem ser preparadas. Copos € larvas

sdo preparados conforme descrito acima e dilui¢des comparaveis sdo preparadas para o
padrdo de referéncia.

(1v) Determinaciio da toxicidade

Nenhum alimento ¢ adicionado para as larvas de Aedes. Todos os testes devem ser
conduzidos a 28 + 2°C, com um ciclo de 12 horas de luz, 12 horas de escuro. Para evitar
efeitos adversos de evaporagdo da dgua em baixa umidade, a umidade relativa deve ser
mantida em 50 = 15%, se possivel.

Cada série de bioensaio deve, de preferéncia, envolver 6 concentragdes x 4 replicatas x
25 larvas para o padrdo de referéncia e o desconhecido, ¢ 100 larvas para o controle. O
objetivo € identificar a faixa de concentragdes que causam de 5 a 95% de mortalidade
(porque 100 larvas sdo usadas). Dados que apresentam 0 ou 100% de mortalidade sdo
ignorados para o calculo de CLsp. Para preparar uma curva de dose-resposta valida.
apenas concentracdes que apresentam mortalidade entre 95 e 5% devem ser usadas.
Dentro dessa faixa, um minimo de duas concentragdes deve estar acima da CLsg e duas
abaixo, para garantir a validade do valor de CLso (a sensibilidade da colénia do inseto
pode exigir que uma série um pouco diferente de 6 dilui¢des seja usada). A mortalidade
¢ determinada em 24 e 48 horas, por meio de contagem das larvas vivas remanescentes.
Caso ocorra pupagdo, as pupas devem ser removidas e seus numeros excluidos dos
calculos. Caso mais de 5% das larvas entre na fase de pupa, o teste € invalidado, porque
as larvas n3o ingerem 24 horas antes da pupagdo e muitas larvas podem ter sobrevivido
simplesmente porque eram muito velhas. Por causa da rapida ag¢3io de morte de Bti,
normalmente ndo hé diferenca entre a mortalidade de 24 e 48 horas. Nesse caso, a
contagem de 48 horas confirma a leitura de 24 horas ¢ proporciona uma verificag@o
sobre a possivel influéncia de fatores que ndo fagam parte dos componentes de Bti.

Caso a mortalidade no controle exceda 5%, as mortalidades dos grupos tratados devem
ser corrigidas de acordo com a formula de Abbott [Abbott. W. S., (1925). A method for
computing the effectiveness of an insecticide [Um método para computar a eficacia de
um inseticida]. Journal of Economic Entomology. 18. 265-267]:
porcentagem (%) controle = X =Y

X x 100

onde: X = % de sobrevivéncia no controle nfo tratado; Y = % de sobrevivéncia na
amostra tratada.

Testes com uma mortalidade no controle maior que 10%, ou com alguma pupagdo
maior que 5%. devem ser descartados. Linhas de regressao mortalidade-concentracdo
podem ser desenhadas em papel gausso-logaritmico, mas isso ¢ bastante subjetivo. E
preferivel utilizar um programa estatistico, tal como SAS, que incorpora Analise Log:
Probit. Com tal programa tdo estatistico. a férmula de Abbott ndo ¢é necessaria porque
correcdo ¢ automaticamente realizada pelo programa. A toxicidade é determinada pela
estimativa e comparagio da CLso do produto testado com as preparagoes do padrio de
referéncia, por meio da formula descrita acima. A toxicidade é definida pela contagem
em 24 horas apds o inicio do teste.
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Para mais precisdo, os bioensaios devem ser repetidos em, pelo menos, trés dias
diferentes, concomitantemente com o ensaio do padro de referéncia, e o desvio padrio
dos meios calculados. Uma série de testes € vdlida caso um desvio padrio relativo
(DPR) seja < 25%.

Observacdo 7

Demonstrou-se que beta-exotoxina (um nucleotideo termoestavel composto de adenina,
glicose e 4cido Allaric) ndo ocorre nos produtos do fabricante identificado no relatério
de avaliacdo 770/2006, e € improvével que sua presenca ocorra naturalmente. No
entanto, beta-exotoxina pode ser gerada por algumas cepas de Bacillus thuringiensis e,
caso detectavel pelo método de Bond et al*, deve ser designada como impureza
relevante e uma cldusula seria necessdria para limitar sua concentragio.

Observacdo 8

Enumeracio e Identificacio de Staphylococcus aureus

Eqguipamentos ¢ materiais

Balang¢a, com tara, capaz de pesar 10 g de 1%

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Solugdio tampdo de fosfato estéril, pH 7,2 (USP ou equivalente)

Placas de agar estéreis e com meio pronto Baird-Parker (Difco 0768-01-1, BBL 11023,
ou equivalente), suplemeniadas com enriguecimento de gema de ovo telurito (Difco
0779-73-1 ou equivalente).

Plasma de mamifero (plasma coagulase de coelho, liofilizado, BBL 40658 ou
equivalente).

Frascos estéreis, tampados, com, no minimo, 100 ml

Tubos de ensaio estéreis

Procedimento

Observe as precaugdes de assepsia e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulagdo e transfira 10 g para 90 ml de solucfo tampZo de
fosfato estéril. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulacgao.

Em duplicata, transfira | ml da suspenséo (0.1 g de WG) para a superficie das placas de
agar. Espalhe o inoculo uniformemente sobre a superficie e deixe que afunde na
superficie do 4gar. Cubra, inverta e incube as placas por 21-26 horas antes de examina-
las.

%

Bond R.P.M., et al. The thermostable exotoxin of Bacillus thuringiensis [A
exotoxina termoestavel de Bacillus thuringiensis]. In: Burges H. D. and Hussey N. W.,
eds. Microbial control of insects and mites [Controle microbiano de insetos e acaros].
Academic Press, London, 1971.

S. aureus forma coldnias pretas, brilhantes e convexas cercadas por uma area clara no
agar Baird-Parker. Caso o resultado seja negativo para Staphylococcus, incube as placas
por mais 24 horas e leia novamente. Resultados aparentemente positivos devem ser
submetidos a testes confirmatorios.

Testes confirmatorios

I. Realize marcagdo gram em uma colbnia tipicamente suspeita de ca
placa. S. aureus sdo cocos gram positivos que ocorrem em aglomerados. Caso as células
ndo se encaixem nessa descrigdo, S. aureus pode ser considerado ausente da amostra.
No entanto, caso as células se encaixem na descri¢éo, realize o teste a seguir.

ii. Teste de coagulase. Utilizando uma al¢a de inoculag@o estéril, transfira
uma porg¢do da colénia tipicamente suspeita para um tubo de ensaio estéril com 0,5 ml
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de plasma de mamifero, e agite para misturar. Conduza o teste em paralelo com
controles positivo e negativo. Coloque os tubos na incubadora, examine-os apds 3 horas
e depois em intervalos adequados por um total de 24 horas. Os controles positivo ¢
negativo devem mostrar coagulacdo e ndo coagulagdo, respectivamente. Caso o teste da
coldnia suspeita ndo mostre coagulagio visivel, pode-se concluir que n3o ha coagulase
positiva de S. aureus.

Observacio 9

Deteccio de espécies de Salmonella

Eguipamentos e materiais

Balanca, com tara, capaz de pesar 10 g de £1%

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Caldo de lactose, Difco 0004, BBL 11333, ou equivalente

Caldo de selenito-cistina, tubos de ensaio de 10 ml com tampa (Difco 0687, BBL
11606, ou equivalente)

Placa de égar verde brilhante com meio pronto, (Difco 0014, BBL 11073, ou
equivalente)

Placa de dgar xilose lisina desoxicolato (XLD) com meio pronto, estéril, (Difco 0788,
BBL 11838, ou equivalente)

Placa de dgar sulfito de bismuto com meio pronlo, estéril (Difco 0073, BBL 11031, ou
equivalente).

Tubo inclinado pré-preparado, estéril, contendo aproximadamente 10 ml de agar
triplice agucar ferro (Difco 0265, BBL 11749, ou equivalente).

Solucdo verde brilhante, USP (1:1000 solugao aquosa preparada e armazenada a 2-8°C)
Solucdo de iodo-iodeto, USP (Dissolva 5 de iodeto de potéssio e 6 g de iodo em 20 ml
de agua purificada USP; armazene a 2-8°C)

Caldo fluido tetrationato, (Difco 0104, BBL 11705, ou equivalente comercialmente
preparado), 20 ml em tubos de ensaio tampados. Para cada tubo de 10 ml de caldo
tetrationato, adicione 0,1 ml da solugdo verde brilhante preparada; misture, depois
adicione 0.2 ml da soluggo iodo-iodeto preparada. Misture.

Procedimento

Observe as precaugdes de assepsia e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulagdo e transfira 10 g para 90 ml de caldo de lactose
estéril. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulago e incube por 24 horas.
Transfira porgdes de 1 ml (0,1 g de WG) da cultura incubada para dois tubos separados
que contenham, respectivamente, 10 ml de caldo selenito cistina e 10 ml de caldo fluido
tetrationato contendo solucdio iodo-iodeto e solugio verde brilhante. Misture e incube os
tubos inoculados por 18-24 horas.

Utilizando uma alga de inoculagdo, passe por¢des dos tubos de tetrationato € selenito
cistina incubados em placas separadas de agar verde brilhante, agar XLD e agar sulfito
de bismuto. Cubra, inverta e incube as placas por 18-24 horas, ou por até 48 horas no
caso de agar sulfito de bismuto, antes de examina-las.

As colbnias de Salmonella exibem as caracteristicas a seguir.

Agar verde brilhante - colénias pequenas, transparentes e sem cor, ou cor-de-
rosa/branco opaco, mais tarde se cercando com uma area cor-de-rosa a vermelha.

Agar XLD - colonias vermelhas, com ou sem centros pretos. Agar sulfito de bismuto - \a
coldnias pretas ou verde escuras.
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Caso nenhuma das coldnias se encaixe nessas descrigdes, a amostra atende a exigéncia
de estar livre de espécies de Salmonella. Resultados aparentemente positivos devem ser
submetidos a testes confirmatorios.

Testes confirmatorios

I Caso colénias que se encaixam em qualquer uma das descri¢ges acima
sejam encontradas, realize uma coloragdo de Gram no material retirado delas. As
espécies de Salmonella sdo bacilos Gram negativos. Caso as células se encaixem na
descrigdo, prossiga para o teste confirmatério ii, abaixo.

ii. Com uma alca ou agulha de inoculagdo, transfira material das col6nias
suspeitas para um tubo inclinado contendo &gar triplice agucar ferro (TSI). Primeiro,
perfure a superficie com a agulha/al¢a, depois esfregue a inclinagdo. Incube o(s) tubo(s)
por 12-24 horas. As espécies de Salmonella normalmente fermentam a glicose com a
producdo de dcido, e algumas espécies também produzem gas e HoS (Tabela 1).

O tubo, caso positivo para Sa/monella, apresentard uma inclinagfo alcalina (vermelha) e
um fundo 4cido (amarelo), com ou sem o escurecimento do fundo devido & produg&o de
H,S. Caso a presenca de Salmonella seja indicada, prossiga para a identificacdo do
organismo por meio de aplicagdo do sistema de identificagdio automatica microbiana
Vitek/Vitek2, outro sistema de identificagiio aprovado, ou por meio da realizag@o de
reacdes bioquimicas ou de cultura adequadas.

Tabela |. Reacdes observadas no agar TSI

Reacdo Explicacdo

Fundo 4cido (amarelo), inclinagdo alcalina|Glicose fermentada

(vermelha)

Acido em todo o meio, fundo ¢ inclinagfio|Lactose ou  sacarose, ou ambas,
amarelos fermentadas

Bolha de gas no fundo, meio as vezes|Cultura aerogénica

dividido

Escurecimento no fundo Sulfeto de hidrogénio produzido

Fundo e inclinagio alcalinos (meio/Nenhum dos trés aglicares fermentado
totalmente vermelho)

Observacéo 10
Enumeracio e Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa
Equipamentos ¢ materiais

Balan¢a, com tara, capaz de pesar 10 g de £ 1%

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Papeis de filtro.

Solucdo tampéo de fosfato estéril, pH 7,2 (USP ou equivalente)

Placas de dgar cetrimide com meio pronto, estéreis, (agar BBL 11554-pseudosel, ou
equivalente).

Dicloridrato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina.

Reagente oxidase, (DrySlide® BBL 231746, ou equivalente).
Procedimento |
Observe as precaucdes de assepsia e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulago e transfira 10 g para 90 ml de solu¢@o tampdo de
fosfato estéril USP. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulag@o.

Em duplicata, transfira por¢des de | ml (0.1 g de WG) da suspensdo para a superficie /
das placas de 4gar cetrimide. Espalhe o indculo uniformemente sobre a superficie das /

o M
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placas, cubra e deixe que afunde na superficie. Inverta e incube as placas por 48-72
horas antes de examina-las.

P. aeruginosa forma coldnias caracteristicas azuladas e esverdeadas. Resultados
aparentemente positivos devem ser submetidos a testes confirmatérios.
Testes confirmatdrios

I Realize a coloracdo de Gram. Células de P. aeruginosa séo bacilos Gram
negativos delgados.

ii. Realize um teste de oxidase.
Ou

Utilizando uma al¢a de fio de platina ou uma espatula de madeira estéril, transfira uma
por¢do da colbnia suspeita para uma area de reagdo oxidase DrySlide®. Espalhe o
inéculo na drea de reagdio em um tamanho de 3 a 4 mm.

Examine a area de reacfo depois de 20 segundos. Reacdo positiva: os organismos
produzem uma coloragfio roxa ou escura dentro de 20 segundos. Reacfio negativa: os
organismos nfo produzem nenhuma mudanca de cor., ou mudam para cinza claro, dentro
de 20 segundos.

Ou

Utilize papel de filtro impregnado com Dicloridrato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina
ou umedecido com uma gota de reagente oxidase. Concomitantemente, realize o teste
em uma cultura de referéncia P. aeruginosa, como controle positivo. Caso uma
coloragdo roxa ndo se desenvolva dentro de 30 segundos, o resultado € negativo.

1ii. Caso seja necessario, confirmagdo adicional pode ser obtida por meio de

testes bioquimicos ou de cultura adequados para a identificacio de bacilos oxidase-
positivos, Gram-negativos e nao fermentadores.

Observacdo 11

Enumeracao de Escherichia coli (método de contagem em placas “pour plate™)
Equipamentos e materiais

Balanca, com tara, capaz de pesar 10 g de +£1%.

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Fonte de luz UV de comprimento de onda longo.

Solugéo tampdo de fosfato estéril, pH 7,2 (USP ou equivalente).

Agar vermelho violeta bile com 4-metil-umbelifenil-B-D-glicuronideo (d4gar VRB com
MUG) (Difco 229100 ou equivalente).

Placas de Petri estéreis.

Método

Observe as precaugdes de assepsia e manuseio durante todo o processo.

Abra 0 saco que contém a formulacdo e transfira 10 g para 90 ml de solugdo tampao de
fosfato estéril. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulag@o. Caso necessario,
dilua ainda mais com solug¢do tampdo de fosfato estéril, misturando completamente,
para que 1 ml renda ndo mais que 300 coldnias.

Em duplicata, transfira | ml da suspensdo (0,1 g de WG, caso a suspensdo ndo tenha
sido diluida ainda mais) para cada uma de duas placas estéreis. Adicione a cada placa
aproximadamente 15-20 ml de 4gar VRB com MUG, que tenha sido resfriado até€ cerca
de 45°C.

Cubra as placas de Petri, misture a suspensio com o agar por meio de rotagdo das placas
em uma direciio e depois na diregdo oposta. Deixe que o contetdo solidifique em (/
temperatura ambiente, inverta as placas e incube a 35-37°C por 22-26 horas. ‘\ '
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Examine as placas para verificar crescimento e, utilizando a fonte de luz UV, para
verificar coldnias fluorescentes. Cepas tipicas de E. coli (coldnias vermelhas cercadas
por precipitado de bile) exibem um halo fluorescente azulado (MUG-positivo).
Resultados aparentemente positivos devem ser submetidos a testes confirmatérios. Caso
seja confirmada como E. coli, conte o numero de colénias MUG-positivas e calcule a
contagem média para as duas placas. N3o conte as coldnias de coliformes que ndo sdo
E. coli, que também podem produzir coldnias vermelhas com precipitado de bile, mas
sdo MUG-negativas.

i. Coldnias que sdo presumivelmente de E. coli devem ser confirmadas por meio do
sistema de identificacdo automatica microbiana Vitek ou por meio de realizacdo de
outros testes bioquimicos ou de cultura adequados para confirmar a presenca de E. coli.
Observacdo 12

O teste deve ser conduzido com a formulagdo a 0,67 g/ml em 4gua, o que excede a taxa
mais alta de uso recomendada pelo fabricante. O teste deve ser conduzido em dgua
padrao D CIPAC.

Observacio 13

Bioensaio € o Gnico método totalmente confidvel para medir o teor (biopoténcia) de
ingrediente ativo ainda em suspensdo. No entanto, métodos mais simples, tais como
determina¢do gravimétrica, podem ser utilizados rotineiramente, contanto que tais
métodos tenham demonstrado apresentar resultados iguais aqueles do método de
bioensaio. Em caso de contestagdo, o bioensaio deve ser o método &rbitro.

Observacido 14

A medi¢8o de pulveruléncia deve ser realizada sobre a amostra “conforme recebida” e,
quando praticavel, a amostra deve ser coletada do recipiente recentemente aberto,
porque mudancas no teor de 4gua das amostras podem influenciar de maneira
significativa a pulveruléncia.

O método éptico, MT 171.2, normalmente mostra boa correlagio com o método
gravimétrico, MT 171.1, e pode, portanto, ser usado como alternativa quando o
equipamento estiver disponivel. Quando a correlagio estiver em duvida, ela pode ser
verificada com a formulagdo a ser testada. Em caso de contestacio., o método
gravimétrico deve ser usado.

Observacdo 15

Testes para verificar contaminantes bacterianos (clausulas 4.1-4.4) ndo sdo
especificados apds o armazenamento do produto por 14 dias a 54°C, porque &
improvavel que esse regime revele a extensdo da proliferagdo potencial que pode
ocorrer em condi¢gGes normais de armazenamento.

Observacgdo 16

Amostras representando “antes” e “depois” do teste de estabilidade no armazenamento
devem ser testadas concomitantemente apds o teste, a fim de minimizar a variagiio que
ocorre em ensaios da biopoténcia. Materiais para a amostra do teste de “antes” devem

(G

ser armazenados em recipientes lacrados a 2-8°C, pela duragdo do teste, antes do ' /
bioensaio. Caso o recipiente esteja armazenado para esse fim em um refrigerador gu _

freezer, ele deve ser equilibrado a temperatura ambiente e secado externamente antes de
aberto. para evitar contaminar os granulos com umidade atmosférica, o que poderia
afetar os resultados dos testes, tais como biopoténcia e pulveruléncia.

ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM65-52, GRANULOS

o
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Especificagio OMS 770/GR (outubro de 2012)

A presente especificagdo, que é a PRIMEIRA PARTE desta publicagdo, é baseada em
uma avaliagdo de dados apresentados pelo fabricante, cujo nome estd listado no
relatério de avaliagdo (770/2011). Ela deve ser aplicdvel aos produtos relevantes de tal
fabricante, mas ndo representa um endosso de tais produtos, nem uma garantia de que
eles estdo em conformidade com a especificagdo. A especificagdo pode ndo ser
adequada para produtos de outros fabricantes. O relatdrio de avaliagdo (770/2011),
como a SEGUNDA PARTE, forma parte integral desta publicagdo.

1  Descricdo (Observacao 1)

O material deve consistir de granulos contendo Bacillus thuringiensis ssp. israelensis.
cepa AM65-52 (Observagdes 2), juntamente com transportadores adequados e quaisquer
outros formulantes necessarios. Ele deve estar na forma de pequenos granulos com uma
distribuicio estreita de particulas (Observagio 3), destinados para aplicagdo direta nos
habitats das larvas de mosquito. A formulagdo deve ser seca, livre de matéria estranha

visivel e carocos, de fluxo livre, essencialmente isenta de pé e destinada para aplicagéo
manual ou por maquina.

2  Ingrediente ativo (Observacéo 1)
2.1 Identidade

O ingrediente ativo deve estar em conformidade com os testes de identidade descritos
na Observacio 4.

2.2 Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AM65-52, teor (Observagio 5)

A atividade biologica (biopoténcia) do Bacillus thuringiensis ssp. israelensis cepa
AMG65-52 ndo deve ser menor do que 200 unidades toxicas internacionais/mg, quando
determinado pelo método descrito na Observagdo 3.

3 Impurezas relevantes (Observagdes | € 6)

3.1 Agua (MT 30.5, CIPAC Handbook J, p.120, 2000) Méaximo: 30 g/kg.
4  Contaminantes bacterianos (Observagdo 1)

4.1 Staphylococcus aureus (Observagdo 7)

Staphylococcus aureus ndio deve ser detectado quando testado pelo método descrito na
Observacéo 7.

4.2 Espécies de Salmonella (Observagio 8)

Espécies de Salmonella ndo devem ser detectadas quando testado pelo método descrito
na Observacdo 8.

4.3 Pseudomonas aeruginosa (Observagio 9)

Pseudomonas aeruginosa nio deve ser detectado quando testado pelo método descrito
na Observagdo 9.

4.4 Escherichia coli (Observacio 10)

Escherichia coli ndo deve exceder 100 unidades formadoras de colonia (UFC)/g de GR
quando testado pelo método descrito na Observagdo 10.

5  Propriedades fisicas (Observagdo 1)

5.1 Faixa de pH (MT 75.3, CIPAC Handbook J, p.131, 2000) faixa de pH: 4,5 a
7.9,

5.2 Densidade compactada e volumétrica (MT 186, CIPAC Handbook K, p.18]
2003) Densidade volumétrica: 0,6 a 0,7 g/ml.

Densidade compactada: 0,7 a 0,8 g/ml.
5.3 Faixa de tamanho Iﬁ)ﬁi_r—lm{vﬂ" 170. CIPAC Handbook F, p.420, 19
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Nzo menos que 900 g/kg da formulagdo deve estar dentro da faixa de tamanho entre 841
e 2000 pm.

5.4 Pulveruléncia (MT 171, CIPAC Handbook F, p.425, 1995) (Observagéo 11)
Quase livre de po.

5.5 Resisténcia ao atrito (MT 178, CIPAC Handbook H, p.304, 1998) Minimo de
97% de resisténcia ao atrito.

6 Estabilidade no armazenamento

6.1 Estabilidade em temperaturas elevadas (MT 46.3, CIPAC Handbook J,
p.128, 2000) (Observagdo 12)

Apos o armazenamento por 14 dias a 54 = 2°C, a média determinada de biopoténcia ndo
deve ser menor que 70%, em relagdio & média determinada encontrada antes do
armazenamento (Observagio 13), e a formulag@io deve continuar em conformidade com
as clausulas para:

- faixa de pH (5.1);

- faixa de tamanho nominal (5.3);
- pulveruléncia (5.4);

- resisténcia ao atrito (5.6).
Observacéo |

Uma amostra consistindo de, pelo menos, dois sacos lacrados (ou as menores unidades
de embalagem) deve ser coletada de cada lote para teste. Antes do teste, sacos lacrados
nio devem ser abertos e devem ser mantidos longe da incidéncia direta de luz solar e de
outras fontes de calor. O material a ser testado quanto a contaminantes bacterianos
(clausulas 4.1 - 4.4) deve ser coletado de um saco recentemente aberto em condic¢des
assépticas.

Observacdo 2

O ingrediente ativo, Bti cepa A65-52, € definido como uma mistura de cristais de
proteina de endotoxina livre e as células e esporos Bti portadores desses cristais de
endotoxina.

Observacdo 3

Os granulos possuem odor de mofo.

Observacéo 4
Identificacio de Bti cepa AM65-52
A identificagfio € baseada nos testes a seguir.

(i) Exame microscopico das células bacterianas apos coloragdo de Gram
(bastonetes Gram positivos) e de esporos e proteinas cristalinas aderentes sem coloragdo
de Gram.

(i1) Analise SDS-PAGE do perfil de peso molecular das proteinas cristalinas
endotoxina Bti.
(iii) Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico para as endotoxinas.
No teste (i). a coloragio de Gram é um teste bacterioldgico utilizado universalmente e
nio ¢ descrito abaixo. Bacillus thuringiensis é observado como bacilos Gram positivos
no teste (i). mas esse resultado identifica apenas o amplo grupo de bactérias que inclui
Bt. Observagio microscopica de esporos ¢ cristais aderentes (irregularmente redondo
apoia a identificagdo como Bt, mas ndo de forma definitiva. Os testes (ii) e (iil
identificam a cepa Bti como AM65-52. A identidade pode ser estabelecida por meio
tanto do teste (ii) quanto do teste (iii) em combinagdo com o teste (i), mas, em casos de :
divida, todos os testes devem ser conduzidos. . 76
{
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Antigenos flagelares (H-14) também podem ser utilizados para identificar a presenca de
Bti, caso antissoros adequados bem caracterizados se tornem disponiveis, mas ¢€
importante observar que tais antissoros ndo identificariam a cepa.

Teste de identidade (ii), perfil de peso molecular dos cristais de proteina
endotoxina Bti cepa A65-52.

Principio

Endotoxinas de Bti cepa AM65-52 ocorrem como inclusdes irregularmente redondas
desenvolvidas durante esporulagdo. Os cristais contém 4 proteinas prmmpals
designadas como Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAae CytlAa.

Os cristais sio extraidos da formulagio por agitacdo, centrifugacdo e lavagem. As
proteinas dos cristais sfo dissolvidas e desnaturadas (perdendo suas estruturas
secundaria e terciaria) ¢ os pesos moleculares sdo determinados pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), com base
no metodo de Laemmli et al.’, conforme modificado por toxinas Bt por Brussock &
Carrier”.

Proteinas padrdo tratadas de forma semelhante também s&o separadas no gel, para
fornecer calibradores de peso molecular.

Apos a coloragdo do gel e a descoloragdo para remover o fundo, 3 importantes bandas
de proteinas devem ser aparentes, de 135 kDa (Cry4Aa, Cry4Ba), 70 kDa (Cryl1Aa) e
28 kDa (Cytl Aa).

Equipamentos e materiais

Sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sédio de Laemmli
(SDS-PAGE); resolugdo de géis de 10% de acrilamida ou um gradiente linear de cerca
de 5-20% ¢ adequada.

Banho em dgua fervente (100°C).

Micro centrifuga (Eppendorf Microfuge, ou equivalente), produzindo 8000 g.

Padrdo de calibragem de peso molecular. Contendo proteinas na faixa de 14 kDa
(lisozima) a 200 kDa (miosina). Proteinas de peso molecular intermediario que podem
ser incluidas sdo B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), glutamato desidrogenase (55 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbénica (31 kDa), inibidor de tripsina (21 kDa) e mioglobina (17 kDa). Exemplos de
kits de calibragio comercialmente disponiveis sio Mark 12 unstained standard
(Invitrogen Cat.# LC5677) ou Broad range SDS-PAGE standard (BioRad Cat# 161-
0317), mas qualquer equivalente adequado pode ser usado. O padréo de calibragao deve
ser preparado em um tamp#o de amostra 2X Laemmli.

' Hofte. H. ¢ Whiteley, H.R. (1989) Insecticidal crystal proteins of Bacillus
thuringiensis ~ [Proteinas de cristais inseticidas de Bacillus  thuringiensis].
Microbiological Reviews 53: 242-2535.

2 Crickmore ef al. (1998) Revision of the nomenclature for the Bacillus thuringiensis
pesticidal crystal proteins [Revisdo da nomenclatura para os cristais de proteina
pesticida de Bacillus thuringiensis]. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 807-813.

3 Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head a
of bacteriophage T4 [Clivagem de proteinas estruturais durante 2 montagem da cabeca
do bacteriéfago T4]. /

Narwe 227 (5259): 680-685.

* Brussock, S.M. e T.C. Carrier (1990) Use of sodium dodecyl sulfate — — polyacrylamide
gel electrophoresis to quantify Bacillus thuringiensis d-endotoxins [Uso de dodecil-
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sulfato de sodio - eletroforese em gel de poliacrilamida para quantificar Bacillus
thuringiensis 8-endotoxinas]. Capitulo em: Quimica analitica de Bacillus thuringiensis.
ACS Symposium Series. (Hickle, L.A. e W.L. Fitch. eds.) 78-87.

Solugéo de dcido etilenodiaminotetracético (EDTA), 5 mM em agua, pH8. Cloreto de
sédio / solugdo EDTA, NaClI/EDTA, | M/5 mM em égua, pH 8. Solugdo de hidréxido
de sodio, 0,1 M em agua.

Solugdo tampéo 2X Laemmli, 125 mM tris-HCI (pH 6,8), dodecilsulfato de sédio (SDS)
4%, B-mercaptoetanol 0,2%, glicerina 50%, azul de bromofenol (marcador de
rastreamento) em agua. Ditiotreitol (0,2 M) pode ser usado no lugar de B-
mercaptoetanol.

Solugdo de azul de Coomassie, Azul Brilhante de Coomassie R 0,2% em agua contendo
50% de metanol e 10% de 4cido acético glacial (ou utilizar um sistema de coloragao
baseada em Coomassie comercialmente disponivel).

Metanol/deido acético, dgua contendo 25% de metanol ¢ 10% de acido acético glacial
(ou utilizar um sistema de coloragdo baseada em Coomassie comercialmente
disponivel).

Agua deionizada. Micropipeta.

Método

i Pese aproximadamente | g de Bti GR em um tubo de 50 ml com tampa de
rosca. Adicione 3 ml de Tween 80 0, 2% e agite os grinulos na solug@o por 30 minutos.

il. Retire uma aliquota de 200 ul da suspensdo, evitando grénulos, e passe
para um tubo limpo de micro centrifuga.
iii. Adicione | ml da solugio NaCI/EDTA e disperse o produto. Centrifugue

a > 8000 g até que os solidos suspensos formem um sedimento (normalmente 5 min a
14000 g). Descarte o sobrenadante.

iv. Lave o sedimento duas vezes em 5 mM de EDTA, pH 8.0, centrifugue
como descrito acima e descarte o sobrenadante todas as vezes.

V. Solubilize os cristais de endotoxina no sedimento resuspendendo-os em
soluc@io de NaOH 100 pl por 30 min a 37°C.

Vi. Centrifugue a suspensdo, conforme descrito acima, para remover
materiais insoluveis. Colete o sobrenadante e descarte o sedimento.

vil. Adicione o tampdo 2X Laemmli 100 pl ao sobrenadante, misture e
imediatamente aqueca a mistura a 100°C por 5 min.

viil. Resfrie e centrifugue a mistura por 5 min a > 8000 g para remover
materiais insoliveis. Colete o sobrenadante e descarte o sedimento.

iX. Carregue um pequeno volume (aproximadamente 10-20 pl) do

sobrenadante no gel SDS-PAGE. Também carregue o gel com uma quantidade
adequada de padrdo de calibragdo de peso molecular em tamp&o 2X Laemmli. Realize a
eletroforese de acordo com as instrugdes do fabricante do equipamento de gel.

X. Core o gel com solugdo azul de Coomassie, para visualizar as proteinas,
descore com metanol/acido acético até que o fundo esteja transparente.

XI. Observe as posigdes das principais bandas distintas na amostra em relacdo y
ao padro de calibragdo do peso molecular. Espera-se que as endotoxinas Bti da cepa /
AM65-52 produzam bandas em posigdes correspondentes a aproximadamente 135, 70 e ‘

28 kDa.

Teste de identidade (iii), eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico.

Principio sy
ol )
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Os esporos Bti sdo separados da formulagéo, cultivados em caldo Luria, depois lisados ¢
centrifugados para remover insoliveis. Apds a precipitagdo plasmidica com etanol em
baixa temperatura e a centrifugagdo, as proteinas residuais e 0 RNA s3o removidos com
proteinase ¢ Rnases, respectivamente. O DNA plasmidico é separado por eletroforese
em gel de agarose e visualizado por meio de fluorescéncia com brometo de etidio sob
luz UV. Nessas condigdes, a cepa plasmidica Bti AM65-52 produz bandas de DNA
visiveis correspondentes a aproximadamente 3,3, 4,2, 4,9, 10,6, 68 e 75 MDa, sendo
que a ultima contém os genes da toxina Bti. Os componentes 68 ¢ 75 MDa geralmente
aparecerdao como uma banda acima da camada de esfregago cromossdmico. Qutros
plasmideos que se sabe da presenca sdo as bandas 105 e 135 MDa, que sio muito
grandes para isolar facilmente.

Equipamentos e materiais

Incubador, 37°C.

Banho de agua, 68°C.

Banho de 4gua no agitador, 28°C.

Refrigerador, 4 = 2°C.

Refrigerador, -18 + 2°C.

Gelo, picado.

Centrifuga de bancada, tendo tubos de 50 ml, para operar a 4000 g.

Micro centrifuga refrigerada (Eppendorf Microfuge, ou equivalente), para operar a
14000 g.

Misturador Vortex.

Secador a vacuo, Savant Speedvac ou equivalente.

Caldo Luria, Sigma-Aldrich L3522 ou equivalente, reconstituido de acordo com as
instrucdes do fabricante e esterilizado em autoclave.

ffgua. duplamente destilada.

Acido cloridrico. concentrado.

Acido acético, glacial.

Solugdo tampdo Tris, | M. Dissolva 121,] g da base tris em cerca de 800 ml de dgua,
ajuste ao pH 7,6 com HCI concentrado (cerca de 60 ml) e complete com dgua até atingir
| litro.

Solugdo de cloreto de sodio, 5 M. Dissolva 292,2 ¢ de NaCl em agua, e complete até
atingir 1 litro.

Solugdo EDTA, 0,5 M em agua, ajustada ao pH 8,0.

Solu¢do de dodecilsulfato de sodio (SDS), grau de eletroforese, 10% em agua. Dissolva
100 g de SDS em cerca de 900 ml de agua (aquecendo a 68°C para ajudar na
dissolucdo), ajuste ao pH 7.2 com algumas gotas de HCI concentrado e complete com
agua até atingir | litro.

Solu¢do tampdo TES. Dilua uma mistura de 3 ml de tamp3o tris, 1 ml da solucdo EDTA
¢ | ml da solug¢do NaCl (conforme descrito acima) em 100 ml com 4gua.

Meio de sacarose. Dilua 12,50 g de sacarose junto com | ml da solucdo NaCl e 2,5 ml
da solucdo tris em 50 ml com 4gua.
Solu¢do SDS-NaCl. Dilua uma mistura de 2 m! da solucdo SDS e 1,4 ml da solucéo
NaClem 10 ml com agua.

Solugdo de acetato de sédio. Dissolva 40,81 g de acetato de sodio 3H,O em cerca de 80
ml de 4gua, ajuste ao pH 5.6 com acido acético glacial e complete com dgua até atingir
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Solugdo tampéo Tris-borato. Dissolva 108 g da base tris, 55 g de 4cido bérico e 5 ml da
solugdo EDTA em cerca de 800 ml de agua, ajuste ao pH 8,3 e dilua a I litro (10X o
tampao de tris-borato). Dilua 149 com agua para produzir 1X o tamp@o de tris-borato.
Solugdio de lisozima. 50 mg/ml em meio de sacarose.

Etanol, 100% e 70% de solugdo aquosa, resfriada a 4°C.

Solu¢do RNase T1, 100 U/ml.

Solugéo RNase A, 10 mg/ml.

Solugdo Proteinase, 10 mg/ml.

Géis agarose. Prepare 0,8% dos géis em soluc@o tampédo 1X tris-borato. Um gel de 20
cm de comprimento, 10 cm de largura e 3-4 mm de profundidade requer cerca de 100
ml de solugio agarose. Utilize 1,5% de 4dgar para end plugs, se necessario. Quando o gel
se solidificar, cubra minimamente sua superficie com a solucdo tampdo tris-borato
(aproximadamente 40 ml).

Papel filme PVDC (“pelicula aderente™), Saran™ ou equivalente.

Aparelho de eletroforese, adequado para executar géis de agarose. BioRad; GE
(anteriormente Pharmacia), ou equivalente.

Marcador de peso molecular, 1kB ladder (Invitrogen), Pulse marker (Sigma) ou
equivalente.

Corante de rastreamento para eletroforese, contendo azul de bromofenol 0,25% e
Ficoll 400 15%.

Solugéo de brometo de etidio. 5 ng/ml em agua (observagéo: utilizar luvas de borracha
nitrilica para manusear a solucio e os géis tratados).

Ldmpada UV, para visualizagdo das bandas de DNA.

Método

i Transfira, de forma asséptica, cerca de 100 mg de Bti GR para um frasco
estéril contendo 2 ml de meio/agua, e misture completamente.

ii. Mantendo as condi¢des assépticas, inocule 100 pl da mistura celular Bti
suspensa em 20 ml de caldo Luria e incube, com agitacdo, a 28°C por cerca de 16 horas.
il Sedimente as células em uma centrifuga de bancada a velocidade méxima
por 15 minutos, e descarte o sobrenadante.

iv. Adicione 1 ml de solucdo tampao TES, vortex para ressuspender o

sedimento, transfira a suspensdo para um tubo da micro centrifuga e sedimente as
células por 2 minutos a 5°C. Descarte 0 sobrenadante.

V. Adicione 180 ul de meio de sacarose e vortex para ressuspender o
sedimento. Adicione 20 pl de solugio de lisozima, misture manualmente e devagar (n@o
use um misturador vortex) e incube a 37°C por 60 minutos.

Vi. Adicione 48 ul da solugdo de NaCl, 12 pl da solugdo EDTA e 260 pul da
soluciio SDS-NaCl, e lentamente inverta o tubo, duas vezes. Incube a mistura por 10
minutos a 68°C, depois coloque o tubo em gelo por 60 minutos. Centrifugue a 4°C por
|5 minutos para sedimentar os detritos da parede celular e transfira 300 pul do
sobrenadante para outro tubo de micro centrifuga.

Vil Adicione 33 ul de soluc@o de acetato de sodio e 680 ul de etanol 100% /

frio, vortex para misturar ¢ coloque no freezer por > | hora. Centrifugue a 5°C por 1 ] /
minutos, ¢ descarte o sobrenadante. e

Viil. Adicione aproximadamente 200 pl de etanol 70% frio, vortex para
misturar, depois centrifugue a 5°C por 10 minutos, ¢ descarte o sobrenadante. Seque o 7,3

sedimento em um secador a vacuo por cerca de 30 minutos. Adicione 200 ul da solucdo

0
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tampio TES ao sedimento seco, vortex para ressuspendé-lo, deixe a mistura descansar
em temperatura ambiente por 15 minutos e depois vortex novamente para misturar.

ix. Adicione 2 ul de solugdo RNase ¢ 2 pl de solugdo RNase A, misture e
incube a mistura a 37°C por 30 minutos. Adicione 20 pl de solugdo proteinase e incube
a mistura a 37°C por 1 hora.

X. Misture 15 pl da solugdo amostra com 3 pnl do corante rastreador ¢
transfira tudo para um pog¢o no gel de agarose. Inclua uma quantidade adequada do
marcador de peso molecular, de acordo com as instrugdes do fabricante, em um pog¢o
adjacente.

Xl. Submeta o gel a 50V por cerca de 15 minutos. Desligue a tensdo antes de
remover o excesso da solugdo tampao da superficie do gel, depois cubra-o com 0 filme
PVDC. Ajuste a voltagem para liberar uma corrente de 20 mA e deixe ligada no gel ao
longo da noite (16-17 horas). Inverta a polaridade da voltagem por 30 segundos
imediatamente antes de desliga-la e retira-la do gel.

Xl Core o gel com a solugdo de brometo de etidio por 20 minutos, com
agitagio suave. Descore 0 gel em solugdo tampao IX tris-borato por 20 minutos,
trocando a solucdo tampdo 3 vezes durante esse tempo. Cologue o gel sob uma lJampada
UV e fotografe-o. A cepa AMG65-52 Bti de plasmideos deve produzir 5 bandas
fluorescentes abaixo do esfregago cromossdmico ¢, dependendo da qualidade de
separagdo do gel, 1 banda pode aparecer acima do esfregaco cromossdmico. Devido a
possiveis mudangas de conformagdo de formas super enroladas a relaxadas do
plasmideo durante a preparagdo, 0s tamanhos reais dos plasmideos sa0 melhor
determinadas por comparagdo no mesmo gel com uma cepa Bt que tenha tamanhos
conhecidos de plasmideos, tais como 0s padrdes de referéncia Bti HD-1 ou HD-2.
Observac8o 5

Determinacio de biopoténcia

Principio

A biopoténcia é medida em unidades toxicas internacionais (U .T.L) por mg do produto.
A biopoténcia € testada por comparagdo da mortalidade das larvas de mosquito
produzida pelo produto em teste com a mortalidade produzida por um p6 seco de
pulverizagdo de referéncia de Bacillus thuringiensis subesp. israelensis, utilizando
larvas de quarto instar de Aedes aegypti (cepa Bora Bora). A toxicidade (U.T.1./mg) dos
produtos testados € determinada de acordo com a seguinte formula:

U.T.1./mg de produto testado =
padrio de referéncia U.T.l/me x padriio CLso (mg/l)
CLso (mg/1) de produto testado
Equipamentos e materiais
Homogeneizador ou agitador top-drive Banho de gelo (recipiente de gelo picado)
Balanca analitica (precisao de = 0,1 mg)

Balanga analitica de prato 1nico (precisdo de = 10 mg), preferivelmente com facilidade 3
de tara.

Agua deionizada

* QO p6 de referéncia originalmente recomendado pela OMS para esse fim, IPS82 ¢
1884 do Instituto Pasteur, ndo estd mais disponivel. Até que um p6 de referéncid
internacional substituto seja disponibilizado, um padrdo de referéncia da cepa AM65-52
pode ser obtido da Valent Biosciences Corp. para fins de teste da conformidade do
produto com a especificacdo. Esse padréo de referéncia da cepa AM65-52 foi calibrado
contra IPS82 cepa 1884 e possui uma biopoténcia de 7992 U.T.1./mg.
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Agente umidificante (por exemplo, Tween 80)

Béqueres de 200 ml, vidro de borosilicato ou plastico

Frasco de 500 ml, de boca larga, com tampa de rosca, de vidro transparente

Frasco de 100 ml, com tampa de rosca, de vidro transparente

Micropipeta Pipeta de 10 ml

Tubos de 12 ml, de plastico com rolhas ou tampas.

Copos de 200 ml, de plastico ou papel revestido de cera

Método

(i) Producio de larvas de teste

Larvas L4 representam a sensibilidade total da populagio alvo e sdio faceis de
manipular. E muito importante utilizar uma populacio homogénea de quarto instar, que

¢ obtida depois de cinco dias da eclosdo dos ovos, por meio de métodos padrio de
criacdo.

Ovos de Aedes aegypti sdo colocados em um copo forrado com papel de filtro e um
terco cheio de dgua deionizada. O papel € secado em temperatura ambiente ¢ mantido
por varios meses armazenado em um saco plastico selado em temperatura ambiente.
Quando as larvas s3o necessarias, o papel ¢ imerso na agua sem cloro. Para sincronizar
a eclosdo, adicione alimento de larva na dgua 24 horas antes de adicionar os ovos. O
crescimento bacteriano vai desoxigenar a dgua e isso provoca a eclosdo dos ovos. Isso
normalmente induz os primeiros instars a eclodir dentro de 12 horas. Depois, essas
larvas sd@o transferidas para um recipiente (25 x 25 x 10 cm) contendo 2 litros de dgua
sem cloro, para obter uma populagdo de 500 a 700 larvas por recipiente. O alimento
para as larvas deve ser flocos de proteina, como utilizado para peixes de aquario, ou po
de biscoito de gato, e os recipientes devem ser mantidos a 25 + 2°C. E importante que a
quantidade de alimento seja pouca para evitar forte crescimento bacteriano que mate as
larvas. O ideal ¢ alimentar varias vezes, com | ou 2 dias de intervalo, e observar
diariamente. Caso a 4gua se torne turva, substitua toda a agua, filtrando as larvas e
transferindo-as para um recipiente limpo com agua limpa e alimento. De cinco a sete
dias depois, uma populacdo homogénea de quarto instar (5 dias de vida e de 4 a 5 mm
de comprimento) deve ser obtida.

(1) Preparacdo das suspensdes de padrio de refer€ncia para calibracdo do
bioensaio

Antes de preparar a suspensdo, verifique que a agitacdo/mistura do agente
umidificante/mistura de 4dgua, descrito no paragrafo a seguir, ndo cause espuma. Caso
cause, dilua (por exemplo, 1:10) o agente umidificante antes de usar.

Pese precisamente 50 mg (com aproximagio de 0,1 mg) do p6 do padréo de referéncia e
coloque-o em um béquer de 200 ml com 100 m! de 4gua deionizada (ele pode ser
transferido diretamente ao frasco de 500 ml caso a boca seja grande o bastante para
receber a cabega do agitador/misturador). Deixe a mistura descansar por 30 minutos e
adicione uma gota (cerca de 0,2 mg) do agente umidificante. Coloque o béquer no
banho de gelo ¢ agite ou misture a mistura por 2 minutos. Verifique visualmente se
ainda existem particulas grandes e repita a agitagdo/mistura caso ainda existam. Pese ou
tare o frasco de 500 ml e transfira a suspensdo/solucdo para ele, lavando completa e
cuidadosamente o béquer e o agitador/misturador. Adicione mais dgua deionizada para
fazer com que o peso do contetdo chegue a 500 g (500 ml), tampe o frasco e agite
vigorosamente para misturar o conteiido. Confirme, por analise microscopica de u
pequena aliquota, se agregados de esporos e cristais ainda persistem. Caso haja, o
conteido deve passar por mais agitagdo/mistura no banho de gelo. Essa
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suspensdo/solugdo primaria contém 1 mg/10 ml e deve ser agitada vigorosamente logo
antes de remover aliquotas.

Transfira 10 ml de aliquotas da suspensido/solugio primdria para tubos limpos de 12 ml
que sejam tampados/fechados imediatamente. Caso esteja transferindo vérias aliquotas,
tampe e agite a suspensdo/solugdo primaria em intervalos de ndo mais que 3 minutos,
porque 0S esporos e cristais assentam rapidamente na agua. As aliquotas podem ser
armazenadas por um més a 4°C e por dois anos em um freezer a -18°C. Cada um
contém | mg do po padrio.

Para preparar uma “solu¢do mae”, pese ou tare um frasco de 100 ml. Transfira uma das
aliquotas de 10 ml para um frasco de 100 ml, lavando-o cuidadosamente, pelo menos
duas vezes, com agua deionizada, e complete até atingir 100 g. Agite vigorosamente a
mistura (ou use o misturador) para produzir uma suspensdo homogénea. Aliquotas
congeladas devem ser totalmente homogeneizadas antes de usar, porque as particulas se
aglomeram durante o congelamento. A “solucdo mae” contém 10 mg/l.

A partir da “solucdo mae”, diluicdes subsequentes sdo preparadas diretamente em copos
de plastico cheios (por pesagem) com 150 ml de 4dgua deionizada. Para cada copo, 25
larvas L4 de Aedes aegypti sdo adicionadas primeiro por meio de uma pipeta de Pasteur.
antes da adigdo das suspensodes bacterianas. O volume de 4gua adicionado com as larvas
¢ removido do copo (por pesagem) e descartado, para evitar mudanca do volume de
liquido no copo. Por meio de micropipetas, 600 pl, 450 pl, 300 ul, 150 ul, 120 ple 75
ul de “solugdo mae” sio adicionados a copos separados e as solu¢des misturadas para
produzir concentragdes finais de 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,008 ¢ 0,005 mg/l
respectivamente, do pd de padrio de referéncia. Quatro copos replicados sdo utilizados
para cada concentracdo e um para controle, que contém apenas 150 ml de agua
deionizada.

(iii) Preparacdo de suspensdes do produto a ser testado

Pese a quantidade desejada da amostra granular e coloque a amostra em um frasco de
vidro contendo 100 ml da solucdo Tween 0,2%. Coloque o frasco da amostra em um
agitador manual e agite o frasco da amostra por, no minimo, 20 minutos. Realize a
diluicdo subsequente da mesma maneira descrita acima para o pé de padrdo de
referéncia, com a diferenca que as determinagdes de replicatas devem ser feitas sobre
dilui¢es preparadas por pesagem de porgdes de teste separadas do produto. Ou seja,
quatro replicatas da suspens@o/solug@o priméria devem ser preparadas. Copos e larvas
sdo preparados conforme descrito acima e dilui¢des comparaveis sdo preparadas para 0
padrdo de referéncia.

(iv) Determinacéo da toxicidade

Nenhum alimento € adicionado para as larvas de Aedes. Todos os testes devem ser
conduzidos a 28 + 2°C, com um ciclo de 12 horas de luz, 12 horas de escuro. Para evitar
efeitos adversos de evaporag@o da dgua em baixa umidade, a umidade relativa deve ser

mantida em 50 £ 15%, se possivel.

Cada série de bioensaio deve, de preferéncia, envolver 6 concentragdes x 4 replicatas x
25 larvas para o padrio de referéncia e o desconhecido, e 100 larvas para o controle. O
objetivo ¢ identificar a faixa de concentragdes que causam de 5 a 95% de mortalidade .
(porque 100 larvas sio usadas). Dados que apresentam 0 ou 100% de mortalidade s&o
ignorados para o célculo de CLsy. Para preparar uma curva de dose-resposta valida,
apenas concentragdes que apresentam mortalidade entre 95 e 5% devem ser usadas.
Dentro dessa faixa, um minimo de duas concentragdes deve estar acima da CLso e d
abaixo, para garantir a validade do valor de CLs (a sensibilidade da colénia do inseto
pode exigir que uma série um pouco diferente de 6 diluigdes seja usada).
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A mortalidade é determinada em 24 € 48 horas, por meio de contagem das larvas vivas
remanescentes. Caso ocorra pupagio, as pupas devem ser removidas ¢ seus numeros
oxcluidos dos calculos. Caso mais de 5% das larvas entre na fase de pupa. o teste é
invalidado, porque as larvas nao ingerem 24 horas antes da pupagdo e muitas larvas
podem ter sobrevivido simplesmente porque eram muito velhas. Por causa da rapida
acdo de morte de Bti, normalmente ndo ha diferenca entre a mortalidade de 24 ¢ 48
horas. Nesse caso, a contagem de 48 horas confirma a leitura de 24 horas € proporciona
uma verificagdo sobre a possivel influéncia de fatores que nao fagam parte dos
componentes de Bti.
Caso a mortalidade no controle exceda 5%, as mortalidades dos grupos tratados devem
ser corrigidas de acordo com a formula de Abbott [Abbott. W. S., (1925). A method for
computing the effectiveness of an insecticide [Um método para computar a eficacia de
um inseticida]. Journal of Economic Entomology, 18, 265-267]:
porcentagem (%) controle= X =Y

X x 100

onde: X = % de sobrevivéncia no controle ndo tratado; Y = % de sobrevivéncia na
amostra tratada.

Testes com uma mortalidade no controle maior que 10%, ou com alguma pupagio
maior que 5%, devem ser descartados. Linhas de regressao mortalidade-concentragao
podem ser desenhadas em papel gausso-logaritmico, mas isso é bastante subjetivo. E
preferivel utilizar um programa estatistico, tal como SAS, que incorpora Aniélise Log-
Probit. Com tal programa tao estatistico, a formula de Abbott ndo ¢é necessaria porque a
correcio € automaticamente realizada pelo programa. A toxicidade é determinada pela
estimativa e comparagio da CLso do produto testado com as preparagdes do padrao de
referéncia. por meio da formula descrita acima. A toxicidade € definida pela contagem
em 24 horas apos o inicio do teste.

Para mais precisdo, 0s bioensaios devem ser repetidos em, pelo menos, trés dias
diferentes, concomitantemente com O ensaio do padrdo de referéncia. € 0 desvio padrao
dos meios calculados. Uma séric de testes ¢ valida caso um desvio padrdo relativo
(DPR) seja < 25%.

Observac#o 6

Demonstrou-se que beta-exotoxina (um nucleotideo termoestavel composto de adenina,
glicose ¢ acido Allaric) ndio ocorre nos produtos do fabricante identificado no relatorio
de avaliagio 770/2006, e ¢ improvavel que sua presenga ocorra naturalmente. No
entanto, beta-exotoxina pode ser gerada por algumas cepas de Bacillus thuringiensis €,
caso detectavel pelo método de Bond et al.*, deve ser designada como impureza
relevante e uma clausula seria necesséria para limitar sua concentragao.

Observagéo 8

Enumeracio e Identificacio de Staphylococcus aureus

Equipamentos ¢ materiais

Balanga, com tara, capaz de pesar 10 g de 1%

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Caldo digestdo caseina de soja com Tween-20 [%. ou equivalente

Placas de dgar estéreis e com meio pronio Baird-Parker (Difco 0768-01-1, BBL 11023,
ou equivalente), suplementadas com enriquecimento de gema de ovo telurito (Difco
0779-73-1 ou equivalente).

Plasma de mamifero (plasma coagulase de coelho, liofilizado, BBL 40658 ou
equivalente)

/
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Frascos estéreis, tampados, de pelo menos 100 ml

Tubos de ensaio estéreis

Procedimento

Observe as precaucdes de assepsia € manuseio durante todo o processo.

Abra 0 saco que contém a formulagdo e transfira 10 g para 90 ml de caldo digestdo
caseina de soja com Tween-20 1% (pré-aquecido a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar ¢ dispersar a formulagio.

Em duplicata, transfira | ml da suspensdo (0,1 g de GR) para a superficie das placas de
agar. Espalhe o indculo uniformemente sobre a superficie e deixe que afunde na

superficie do dgar. Cubra, inverta e incube as placas por 21-26 horas antes de examina-
las.

S. aureus forma coldnias pretas, brilhantes e convexas cercadas por uma area clara no
agar Baird-Parker. Caso o resultado seja negativo para Staphylococcus, incube as placas

por mais 24 horas e leia novamente. Resultados aparentemente positivos devem ser
submetidos a testes confirmatérios.

Testes confirmatiérios

I Realize marcagdo gram em uma colbnia tipicamente suspeita de cada
placa. S. aureus sdo cocos gram positivos que ocorrem em aglomerados. Caso as células
nao se encaixem nessa descricdo, S. aureus pode ser considerado ausente da amostra.
No entanto, caso as células se encaixem na descrigdo, realize o teste a seguir.

ii. Teste de coagulase. Utilizando uma alga de inoculagdo estéril, transfira
uma por¢do da coldnia tipicamente suspeita para um tubo de ensaio estéril com 0,5 ml
de plasma de mamifero, e agite para misturar. Conduza o teste em paralelo com
controles positivo e negativo. Coloque os tubos na incubadora, examine-os apds 3 horas
¢ depois em intervalos adequados por um total de 24 horas. Os controles positivo e
negativo devem mostrar coagulagio e nfio coagulagdo, respectivamente. Caso o teste da
coldnia suspeita ndo mostre coagulagio visivel, pode-se concluir que niio ha coagulase
positiva de S. aureus.

Observacgio 8

Detecciio de espécies de Salmonella

Equipamentos e materiais

Balang¢a, com tara, capaz de pesar 10 g de £1%

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Caldo digestdo caseina de soja com Tween-20 1%, ou equivalente

" Bond RPM., et al. The thermostable exotoxin of Bacillus thuringiensis [A
exotoxina termoestavel de Bacillus thuringiensis]. In: Burges H. D. and Hussey N. W.,

eds. Microbial control of insects and mites [Controle microbiano de insetos e 4caros].
Academic Press, London, 1971.

Caldo de selenito-cistina. tubos de ensaio de 10 ml com tampa (Difco 0687, BBL

11606, ou equivalente) 3
Placa de dgar verde brilhante com meio promto, (Difco 0014, BBL 11073, ou
equivalente)

Placa de agar xilose lisina desoxicolato (XLD) com meio pronto, estéril, (Difco 0788,
BBL 11838, k)

Placa de agar sulfito de bismuto com meio pronto, estéril (Difco 0073, BBL 11031, o
equivalente).
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Tubo inclinado pré-preparado, estéril. contendo aproximadamente 10 ml de dgar
triplice agucar ferro (Difco 0265, BBL 11749, ou equivalente).

Solugéo verde brilhante, USP (1:1000 solugdo aquosa preparada e armazenada a 2-8°C)
Solugdo de iodo-iodeto, USP (Dissolva 5 de iodeto de potassio e 6 g de iodo em 20 ml
de agua purificada USP; armazene a 2-8°C)

Caldo fluido tetrationato , (Difco 0104, BBL 11705, ou equivalente comercialmente
preparado), 10 ml em tubos de ensaio tampados. Para cada tubo de 10 ml de caldo
tetrationato, adicione 0,1 ml da solugdo verde brilhante preparada; misture, depois
adicione 0,2 ml da solug@o iodo-iodeto preparada. Misture.

Procedimento

Observe as precaucdes de assepsia e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulagdo ¢ transfira 10 g para 90 ml de caldo digestdo
caseina de soja com Tween-20 1% (pré-aquecido a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar ¢ dispersar a formulag@o e incube por 24 horas.

Transfira por¢des de 1 ml (0,1 g de GR) da cultura incubada para dois tubos separados
que contenham, respectivamente, 10 ml de caldo selenito cistina ¢ 10 ml de caldo fluido
tetrationato contendo solucio iodo-iodeto e solugio verde brilhante. Misture e incube 0s
tubos inoculados por 18-24 horas.

Utilizando uma alga de inoculagdo, passe porgdes dos tubos de tetrationato e selenito
cistina incubados em placas separadas de agar verde brilhante, agar XLD e agar sulfito
de bismuto. Cubra, inverta e incube as placas por 18-24 horas, ou por até 48 horas no
caso de agar sulfito de bismuto, antes de examina-las.

As coldnias de Salmonella exibem as caracteristicas a seguir.

Agar verde brilhante - coldnias pequenas, transparentes € sem cor, ou cor-de-
rosa/branco opaco, coldnias cercadas por uma area cor-de-rosa a vermelha.

Agar XLD - colbnias vermelhas, com ou sem centros pretos. Agar sulfito de bismuto -
coldnias pretas metalicas ou verde escuras.

Caso nenhuma das col6nias se encaixe nessas descrigoes, a amostra atende a exigéncia
de estar livre de espécies de Salmonella. Resultados aparentemente positivos devem ser
submetidos a testes confirmatorios.

Testes confirmatorios

i Caso coldnias que se encaixam em qualquer uma das descri¢des acima
sejam encontradas. realize uma coloragdo de Gram no material retirado delas. As
espécies de Salmonella sdo bacilos Gram negativos. Caso as células se encaixem na
descricdo, prossiga para o teste confirmatério (ii), abaixo.

il. Com uma alca ou agulha de inoculagdo, transfira material das col6nias
suspeitas para um tubo inclinado contendo agar triplice agtcar ferro (TSI). Primeiro,
perfure a superficie com a agulha/alga, depois esfregue a inclinagzo. Incube o(s) tubo(s)
por 12-24 horas. As espécies de Salmonella normalmente fermentam a glicose com a
produgdio de acido, e algumas espécies também produzem gés e H,S (Tabela 1).

O tubo, caso positivo para Salmonella, apresentard uma inclinagdo alcalina (vermelha) e
um fundo 4cido (amarelo), com ou sem 0O escurecimento do fundo devido & produgdo de
H,S. Caso a presenca de Salmonella seja indicada, prossiga para a identificagdo do
organismo por meio de aplicag@o do sistema de identificacdio automatica microbia
Vitek/Vitek2, outro sistema de identificagdo aprovado, ou por meio da realizacdo de |
reacdes bioquimicas ou de cultura adequadas.

Tabela 1. Reag@es observadas no agar TSI

Reacédo |Explicacdo |
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Fundo acido (amarelo), inclinag@o alcalina|Glicose fermentada
(

vermelha)
Acido em todo o meio, fundo e inclinagéo

Lactose ou  sacarose, Ou ambas,

amarelos fermentadas

Bolha de gas no fundo, meio as vezes|Cultura aerogénica

dividido

Escurecimento no fundo |Sulfeto de hidrogénio produzido

Fundo e inclinagdo alcalinos (meio[Nenhum dos trés agucares fermentado

totalmente vermelho)

QObservacio 9

Enumeracio e Identifica¢ao de Pseudomonas aeruginosa
Equipamentos e materiais

Balancga, com tara, capaz de pesar 10 g de £1%
Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Papeis de filtro.

Solugéo tampdo de fosfato estéril, pH 7,2 (USP ou equivalente) com Tween-80 1%, ou
equivalente.

Placas de dgar cetrimide com meio pronto, estéreis, (agar BBL 11554-pseudosel, ou
equivalente).

Dicloridrato de N N-dimetil-p-fenilenodiamina.

Reagente oxidase, (DrySlide® BBL 231746, ou equivalente).

Procedimento

Observe as precaugdes de assepsia € manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulac@o e transfira 10 g para 90 ml de solucdo tampdo de
fosfato estéril USP com Tween-80 1% (pré-aquecida a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar ¢ dispersar a formulagio.

Em duplicata, transfira porgoes de 1 ml (0,1 g de GR) da suspensao para a superficie das
placas de agar cetrimide. Espalhe o indculo uniformemente sobre a superficie das
placas, cubra ¢ deixe que afunde na superficie. lnverta € incube as placas por 48-72
horas antes de examina-las.

P. aeruginosa forma colénias caracteristicas azuladas e esverdeadas. Resultados
aparentemente positivos devem ser submetidos a testes confirmatérios.

Testes confirmatorios

1. Realize a coloragdo de Gram. Células de P. aeruginosa sao bacilos Gram
negativos delgados.

ii. Realize um teste de oxidase.

Ou

Utilizando uma alga de fio de platina ou uma espatula de madeira estéril, transfira uma
por¢do da coldnia suspeita para uma irea de reagdo oxidase DrySlide®. Espalhe o
inoculo na area de reagdo em um tamanho de 3 a 4 mm. Examine a area de reagdo
depois de 20 segundos. Reagao positiva: 0s organismos produzem uma coloragdo roxa
ou escura dentro de 20 segundos. Reagdo negativa: os organismos nao produzem
nenhuma mudanca de cor, ou mudam para cinza claro, dentro de 20 segundos.

Qu

Utilize papel de filtro impregnado com Dicloridrato de N,N-dimetil-p—fenilenodiamina
ou umedecido com uma gota de reagente oxidase. Concomitantemente, realize o teste

B
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em uma cultura de referéncia P. aeruginosa, cOmoO controle positivo. Caso uma
coloracio roxa ndo se desenvolva dentro de 30 segundos, 0 resultado € negativo.

iii. Caso seja necessario, confirmagdo adicional pode ser obtida por meio de
testes bioquimicos ou de cultura adequados para a identificaciio de bacilos oxidase-
positivos, Gram-negativos e nfo fermentadores.

Observacdo 10

Enumeracio de Escherichia coli (método de contagem em placas “pour plate™)
Equipamentos e materiais

Balanga, com tara, capaz de pesar 10 g de £1%.

Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.

Fonte de luz UV de comprimento de onda longo.

Caldo digestdo caseina de soja com Tween-20 1%, ou equivalente

Agar vermelho violeta bile com A-metil-umbelifenil-B-D-glicuronideo (agar VRB com
MUG) (Difco 229100 ou equivalente).

Placas de Petri estéreis.

Método

Observe as precaugdes de assepsia e manuseio durante todo 0 processo.

Abra o saco que contém a formulagao e transfira 10 g para 90 ml de caldo digestdao
caseina de soja com Tween-20 1% (pré-aquecido a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar e dispersar a formulagdo. Caso necessario, dilua ainda mais com solugdo
tampio de fosfato esteril, misturando completamente, para que | ml renda ndo mais que
300 colénias. Em duplicata, transfira | ml da suspensdo (0,1 g de GR, caso a suspensao
3o tenha sido diluida ainda mais) para cada uma de duas placas estéreis. Adicione a
cada placa aproximadamente 15-20 ml de agar VRB com MUG, que tenha sido
resfriado até cerca de 45°C.

Cubra as placas de Petri, misture a suspensdo com O agar por meio de rotagao das placas
em uma diregdo e depois na dire¢do oposta. Deixe que o contetdo solidifique em
temperatura ambiente, inverta as placas ¢ incube a 35-37°C por 20-24 horas.

Examine as placas para verificar crescimento no escuro e, utilizando a fonte de luz UV,
para verificar colénias fluorescentes. Cepas tipicas de E. coli (colonias vermelhas
cercadas por precipitado de bile) exibem um halo fluorescente azulado (MUG-positivo).
Resultados aparentemente positivos devem ser submetidos a testes confirmatorios. Caso
seja confirmada como E. coli, conte o nimero de coldnias MUG-positivas e calcule a
contagem média para as duas placas. Néo conte as colbnias de coliformes que n&o sdo
E. coli, que também podem produzir coldnias vermelhas com precipitado de bile, mas
s30 MUG-negativas.

Testes confirmatorios

i. Coldnias que sdo presumivelmente de E. coli devem ser confirmadas por meio do
sistema de identificagio automatica microbiana Vitek ou por meio de realizacdo de
outros testes bioquimicos ou de cultura adequados para confirmar a presenga de E. coli.
Observacio 11

A medigdo de pulveruléncia deve ser realizada sobre a amostra “conforme recebida” e, ¢
quando praticdvel, a amostra deve ser coletada do recipiente recentemente aberto,
porque mudangas no teor de 4gua das amostras podem influenciar de manei
significativa a pulveruléncia. O método optico, MT 171.2, normalmente mostra boa
correlagdo com o método gravimétrico, MT 171.1, e pode, portanto, ser usado como

3

alternativa quando o equipamento estiver disponivel. Quando a correlagdo estiver em
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davida, ela pode ser verificada com a formulagdo a ser testada. Em caso de contestagdo,
o método gravimétrico deve ser usado.

Observacdo 12

Testes para verificar contaminantes bacterianos (clausulas 4.1-4.4) ndo sao
especificados apos © armazenamento do produto por 14 dias a 54°C, porque ¢
improvavel que esse regime revele a extensdo da proliferag@o potencial que pode
ocorrer em condi¢des normais de armazenamento.

Observacéo 13

Amostras representando “antes” e “depois” do teste de estabilidade no armazenamento
devem ser testadas concomitantemente apos o teste, a fim de minimizar a variagdo que
ocorre em ensaios da biopoténcia. Materiais para a amostra do teste de “antes” devem

ser armazenados em recipientes lacrados a 2-8°C, pela duragdo do teste, antes do
bioensaio.

Caso o recipiente esteja armazenado para esse fim em um refrigerador ou freezer, ele
deve ser equilibrado a temperatura ambiente e secado externamente antes de aberto,
para evitar contaminar os granulos com umidade atmosférica, o que poderia afetar os
resultados dos testes, tais como biopoténcia e pulveruléncia.
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ESPECIFICACOES E AVALIACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA
SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 770/2012

Recomendacio

A Reunidio recomendou que a nova especificagdo para granulos de Bacillus
thuringiensis subespécie ioraelensis (Bti) cepa AMG65-52, proposta por Valent
BioSciences ¢ conforme aditada. deve ser adotada pela OMS.
Laudo

Os dados foram apresentados em 2010 e estavam amplamente de acordo com as
exigéncias da revisdo de 2010 do Manual FAO/OMS e suportava as especificagdes
planejadas para as novas especificagdes da OMS para formulagdo granular (GR) de
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AMG65-52 (Bti AM65-52). O produto
¢ um larvicida bacteriano destinado a ser aplicado diretamente nos habitats de Jarvas de
mosquito em corpos de agua abertos, mas O produto n&o ¢ destinado para uso contra
recipientes de reprodugdo de mosquitos ou para adi¢do & agua potavel (ver abaixo).
produto foi testado e recomendado pela WHOPES em 2012 (OMS 2012).

Identidade. cldusula de descricdo

0
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Conforme explicado no relatorio de avaliagio FAO/OMS de 2006, Bti AM65-52 ¢ um
larvicida bacteriano que consiste de uma mistura de inclusdes cristalinas (proteinas
inseticidas), células e esporos da cepa Bti AM65-52. Bti AM65-52 ¢é produzido em um
sistema fechado e o complexo do ingrediente ativo ndo € isolado. Portanto, ndo se pode
fazer referéncia a TC ou TK propriamente ditos na clausula de descricdo. A cléusula de
descrigiio faz referéncia a aplicagdio de grénulos por méaquina, enquanto que Bti AM65-
52 na formulagdo GR pode ser aplicado tanto por méquina quanto manualmente.

Testes de identidade, teor do ingrediente ativo, dagua como impureza relevante ¢
contaminantes bacterianos

Os testes de identidade sdo baseados em uma série de testes cada vez mais complexos, a
comecar por uma simples analise microscépica até os mais exigentes testes de
eletroforese, e $30 05 MESMOS que S&0 realizados para a formulagdo WG.

O teor de ingrediente ativo ou a biopoténcia de Bti AM65-52 GR ¢é 200 U.T.1/mg e ¢
determinado por meio do teste de toxicidade in vitro das larvas de 4° instar de Adedes
aegypti.

Assim como na formulagio WG, agua foi proposta e aceita como impureza relevante,
uma vez que estando presente em quantidades maiores pode desestabilizar Bti AM65-
52.

A Reunido concluiu que os patdgenos humanos no produto de uso final Bti AM65-52
50 considerados impurezas relevantes, 0 que pode aumentar ou estender o risco do
produto e, portanto, tem de ser limitados a um determinado nivel.

A auséncia de trés diferentes patogenos deve ser verificada (sem deteccao de espécies
de Staphylococcus aureus, Salmonella e Pseudomonas aeruginosa) quando amostras do
produto s@ao examinadas por técnicas microbiologicas classicas sobre meio seletivo e
contagem de coldnias. Tolera-se um méximo de 100 unidades formadoras de colonia
para Escherichia coli.

Propriedades fisicas e estabilidade no armazenamento

As clausulas, limites e métodos de teste propostos para propriedades fisicas do GR
estavam de acordo com as exigéncias do Manual (FAO/OMS, 2010), com um pequeno
desvio: os resultados da distribui¢do de tamanho de particulas utilizando MT 170 foram
expressados em malha em vez de ,m, o que foi mais tarde corrigido. A formulag@o é
quase isenta de po, mas 0 limite para resisténcia ao atrito de 97% foi considerado um
tanto baixo e questionado pela Reunido. O fabricante explicou que 05 orinulos sao
bastante macios para garantir uma liberacdo rapida de Bti, cepa AM65-52 dos granulos,
o que foi aceito pela Reunido. A biopoténcia apos estabilidade de armazenamento
acelerada mostra uma diminuigdo mais pronunciada na formulacio GR (um minimo de
70% permanecendo apos 9 semanas a 54°C) em comparagido com 84% na formulag@o
WG. O fabricante explicou que a formulagio GR possui uma composigdo diferente do
que a formulagdo WG e aparentemente a diminui¢io na biopoténcia esta relacionada a
algumas atividades cataliticas de adjuvantes sobre as proteinas inseticidas. A Reunido
aceitou a explicacdo.

Assim como com a formulagao WG, nio se espera que 0S contaminantes bacterianos
aumentem no armazenamento, portanto a clausula para limitar a ocorréncia de E. coli
ap6s 0 armazenamento foi considerada desnecessaria. | ;
Propriedades fisicas da formulacdo WG /

A Reunido também concordou em atualizar na especificagdo da formulacdo WG os
métodos CIPAC para algumas propriedades fisicas (teste de peneiramento a umido -
MT 185 em vez de MT 167 ¢ capacidade de suspensao - MT 184 em vez de MT 168).
para ficar de acordo com a diretriz de especificagio WG de novembro de 2010 -
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segunda revisdo da primeira edicio do Manual FAO/OMS e dos métodos CIPAC
realmente recomendados.

ESP}SCIFI(;ACC)ES E AVALIACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA
SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AMG65-52

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 770/2006

Recomendacio

A Reunifo recomendou que:

(i) a especificacdo para Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) cepa
AM65-52, granulos dispersiveis em agua (WG), proposta por Valent BioSciences Corp.
e conforme aditada, deve ser adotada pela OMS;

(i) um novo material de referéncia de Bti validado internacionalmente deve ser
desenvolvido para apoiar a especificagdo da OMS para Bti.

Laudo

Os dados de Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52 (Bti AM65-
52) foram avaliados para apoiar uma nova especificagdo OMS para a formulagdo WG.
O projeto da especificagdo e os dados de apoio foram fornecidos pela Valent
Biosciences Corp.. EUA, pelo periodo de 2003-2006, durante o qual diversos aspectos
da especificacio e dos métodos de teste de apoio foram elaborados.

Bti AM65-52 ¢ um larvicida bacteriano para o controle de mosquitos, sendo a cepa
originalmente isolada da populagéo natural de Bacillus thuringiensis.

Bti AM65-52 néo ¢ patenteado.

Muitos dos pardmetros fisico-quimicos utilizados para caracterizar produtos quimicos
naturais e sintéticos sio inadequados para microrganismos, tais como Bti, mas os
principios que fundamentam as especificagdes da FAO ¢ da OMS para pesticidas
permanecem aplicaveis a produtos baseados em organismos Vivos.

Bti AM65-52 WG ¢é formulado a partir do ingrediente ativo em um sistema fechado,

sem nenhum isolamento do produto técnico, € por isso uma especificag@o do ingrediente

ativo de grau técnico correspondente nao foi proposto ¢ nem seria pratico. Dados de

apoio sobre riscos, produzidos por meio de Bti A65-52 de grau técnico especialmente
preparado, foram fornecidos pelo fabricante ¢ a Reunifio concordou que, nesse caso,

uma especificagdo poderia ser desenvolvida para a formulagdo WG na auséncia de uma
especificagio para o ingrediente ativo de grau técnico. A Reunido observou que uma
especificagdo poderia ser subsequentemente desenvolvida para Bti AM65-52 de grau
técnico, caso NEcessario.

Um resumo das informagdes técnicas confidenciais sobre o processo de fabricag@o,

dados das analises de 5 lotes € a especificagdo de fabricacdo foram fornecidos 8 OMS.

A caracterizacio quimica completa dos lotes de Bt ndo foi possivel nem adequada e,
portanto, balangos de massa ndo puderam ser estimados. Apenas informagOes gerais

foram fornecidas sobre os produtos naturais complexos utilizados para cultivar Bti, mas

o fabricante submeteu os constituintes a verificagdes de qualidade (detalhes ndo foram
fornecidos) e a Reunido considerou que seria improvavel que as impurezas introduzidas
a partir dessa fonte fossem motivo de preocupagdo. Embora uma comparac@o detalhada
ndo possa ser realizada por razoes administrativas, a EPA US confirmou que os dadg
fornecidos 2 OMS estavam alinhados com aqueles submetidos para registro nos EUA.
OMS/PCS informou que os dados sobre risco de Bti AMG65-52 estavam de acordo com
muitos outros dados publicados sobre Bti e produtos a base de Bti e, portanto, ndo eram
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motivo de preocupagdo. A Reuniio observou a auséncia de dados sobre mutagenicidade
de Bti AMG65-52.

O fabricante declarou que a auséncia de exotoxina ou outros componentes de Bti que
sabidamente se ligam ao DNA levou autoridades regulatérias (UE, diretiva 2001/36/EC;
PMRA Canada 2001, Diretrizes para O Registro de Agentes ¢ Produtos para Controle de
Pragas Microbianas) a decidir que testes de genotoxicidade néo sdo necessarios para Bti
AMG65-52.

A EPA US e o IPCS também concluiram que, com excegdo de irritagdio dérmica da pele
e dos olhos, nenhum dos estudos sobre riscos de Bt demonstrou qualquer risco claro a
satude humana, mesmo quando ele esta presente na agua potavel ou nos alimentos. Em
um teste padrdo para a avaliagdo de sensibilidade da pele por produtos quimicos,
registrou-se uma resposta positiva. A Reunido concordou que o pacote de dados de risco
fornecido foi suficiente para a avaliagdo.

Cléusula de descrigdo e observagdo do cabegalho

Conforme indicado acima, a clausula de descrigio ndo pode fazer referéncia a um
ingrediente ativo de grau técnico correspondente, porque este ndo é isolado. Por essa
razdo, nio se pode aplicar a nota de cabecalho padrio revisada (2006) para as
especificagdes da formulagio FAO/OMS (que n&o seja uma formulag@o de liberagdo
lenta), que permite que qualquer formulador utilizando TC/TK da fonte avaliada utilize
a especificagdo. Portanto, a nota de cabecalho anterior, restringindo a aplicagdo a
formulacio avaliada, foi mantida.

A clausula de descrigdo padrio também foi aditada para refletir o fato de que a
formulagio WG seja aplicada diretamente a um corpo de agua ou dispersada em agua
para aplicagdo por pulverizag@o.

Identificagdo e quantificagdo

Os esporos de AM65-52 na formulacio WG ndo sao inativados e, uma vez que a
proliferacdo das células de Bti pode exercer um papel secundario na atividade biologica,
a Reunido concordou que O ingrediente ativo deve ser definido como a mistura de
inclusdes cristalinas (proteinas inseticidas), células e esporos da cepa AM65-52 de Bti.
A identificacdo do ingrediente ativo ¢é problematica. A andlise microscopica das células
pode estabelecer se elas pertencem ao amplo grupo de bactérias em forma de bacilos
moéveis e Gram positivos. De forma similar, a presenga de esporos © cristais de proteina
pode sugerir que as bactérias sejam Bti. Portanto, a analise microscopica proporciona
uma triagem inicial simples ¢ rapida para identificagdo. Bti pode ser identificado pelo
antigeno flagelar (H-14), mas, infelizmente, anticorpos especificos bem caracterizados
(ou antissoros) ndo estdo disponiveis comercialmente, ¢ O fabricante n3o foi capaz de
fornecé-los para o teste de rotina.

A produgdo de tais anticorpos esté além da capacidade da maioria dos laboratérios de
teste. mas, caso disponivel, eles podem ser usados para confirmar a presenga de Bti. A
cepa AM65-52 de Bti ¢ melhor identificada por SDS-PAGE das proteinas de cristais
produzidas e/ou por agarose GE do DNA plasmidico que codifica as proteinas. Os dois
métodos de teste sdo bem estabelecidos e amplamente utilizados em diversas aplicagoes
semelhantes.

As células e os esporos Bti sdo componentes necessarios do ingrediente ativo, mas 0
namero de células e/ou esporos Bti nio ¢ necessariamente um bom indicador d
atividade larvicida de qualquer produto 3 base de Bt. Portanto, a Reunido concordou que
especificar um teor minimo para células ou esporos nio é necessario nem adequado para /
a formulagio WG. O TPCS concluiu (IPCS 1999) que 0s €sporos © células Bti ndo !
apresentam riscos significativos aos usudrios ou ao meio ambiente e, portanio, a
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Reunido concordou que ndo ¢ necessario especificar valores maximos para o teor na
formulagdo WG.

O teor de proteinas de cristal inseticida pode ser determinado por HPLC. No entanto,
bioensaio, utilizando larvas de mosquito “padronizadas”, ¢ geralmente aceito como 0
meio mais confiavel de se estabelecer o teor do ingrediente ativo. O bioensaio € um
teste padrdo da OMS. mas, infelizmente, o material de referéncia Bti recomendado pela
OMS para calibragdo (IPS82 cepa 1384) nio esta mais disponivel. A Valent Biosciences
Corp. propds que a empresa deveria disponibilizar um padrdo de referéncia da cepa
AMG65-52 para fins de teste da conformidade do produto com a especificagdo da OMS.
Esse padrao de referéncia da cepa AM65-52 (lote n° 82-691w5) foi calibrado pela
empresa contra IPS82 cepa 1884 e possui uma biopoténcia de 7992 U.T.L/mg. A
Reunido reconheceu que o padrdo de referéncia da empresa ndo foi calibrado € avaliado
independentemente, mas considerou-se que, até que um po Bti de referéncia
internacional substituto seja disponibilizado, © padrio de referéncia da Valent
BioSciences deve ser utilizado para testar a conformidade com a especificagdo.
Impurezas relevantes

A Reunido concordou que 0 controle do teor de agua na formulagiio WG € essencial
para a manutengao da qualidade do produto, € aceitou 0 limite proposto de 50 o/kg. O
método de teste ¢ um método CIPAC padrao.

Beta-exotoxina foi inicialmente proposta como impureza relevante, mas, sendo
produzida apenas por algumas outras cepas Bt, ndo deve ocorrer em culturas puras de
Bti. O fabricante declarou que a formulacio WG de Bti AMG65-52 em consideragdo ¢
regularmente testada quanto a presenca de beta-exotoxina, mas que ela nunca fol
detectada. Portanto, a Reunido concordou que ela ndo deve ser designada como
impureza relevante, mas que uma nota de rodapé deve ser inserida na especificagao
avisando que, caso beta-exotoxina seja detectdvel em produtos superficialmente
semelhantes de outros fabricantes, ela deve ser considerada uma impureza relevante em
tais produtos. Um método padrdo estd disponivel para o ensaio de beta-exotoxina.
Contaminantes bacterianos

A ReuniZo buscou o conselho da OMS/PCS sobre as clausulas de especificagdo para
limitar contaminantes bacterianos (ou seja, bactérias que nio sejam AM65-52), para
resolver diversas questdes. Ao contrario da maioria dos pesticidas formulados
sinteticamente, a formulagdo WG de Bti AM65-52 forma um meio no qual, na presenca
de dgua, diversas bactérias podem se proliferar. Taxas de proliferagdo seriam altamente
dependentes das condicdes locais, €, portanto, impossiveis de prever em qualquer
aplicagdo em particular, mas a formulagio WG ¢ destinada para uso em fontes de agua
potavel.

Embora se possa argumentar que 0s proprios usuarios também sdo fontes provaveis de
contaminagio bacteriana, a WHO/PCS informou que bactérias patogénicas importantes
devem ser controladas em qualquer produto que possa ser adicionado & agua potavel.
Em termos de espécies a serem controladas, o fabricante propos inicialmente clausulas
para Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus Qureus,
coliformes totais, espécies de Salmonella e enterococos totais. A OMS/PCS considerou
que clausulas para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus € espécies de
Salmonella sdo essenciais. A OMS/PCS também considerou que uma clausula para
Escherichia coli também € necessaria, dada a alta patogenicidade de determina
cepas. Uma vez que 0s coliformes totais € 0s enterococos totais de E. coli proporcionam
marcadores adequados de contaminacdo fecal, 0 fabricante ¢ a Reunido concordaram
que o controle de E. coli, somente, seria suficiente para este fim.
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A OMS/PCS questionou a desisténcia subsequente do fabricante quanto 4 proposta de
uma clausula para Clostridium perfringens, mas foi explicado que essa espécie €
incapaz de se¢ proliferar no meio utilizado para cultivar Bti AMG65-52. Portanto, a
Reunido concordou que clausulas eram necessarias para o controle de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, espécies de Salmonella € Escherichia coli.
Estabelecer limites adequados para tais contaminantes bacterianos foi particularmente
problemético. Os limites da OMS para a presenca € quantidade de bactérias na agua
potavel estdo disponiveis apenas para E coli (como um indicador de contaminag&o
fecal). Naturalmente que, como a formulagio WG de Bti AMG65-52 ndo ¢ destinada para
consumo direto, é dificil fazer uma comparagdo com 0 padriio estabelecido para agua
potdvel. Amostragem, a quantidade de testes replicados ¢ o calculo das concentragdes
bacterianas também foram pontos em qué comparagdes entre agua potavel ¢ 0 uso da
formulacio WG de Bti AM65-52 se provaram problematicos.

Por fim, ¢ de forma pratica ¢ pragmética, a OMS/PCS, o fabricante e a Reunido
concordaram que os limites para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ©
espécies de Salmonella devem estar na forma de “... ndo detectado quando testado pelo
método descrito na nota de rodapé”™. Para E coli, ficou acordado que o limite deve ser
“ < 100 UFC/g quando testado pelo método descrito na nota de rodapé€”. Em cenarios
de provavel uso e exposi¢ao, esse limite ¢, no minimo, tdo rigoroso quanto a diretriz da
OMS para qualidade da agua potavel.

Os métodos de teste para contaminantes bacterianos sdo essencialmente testes padréo
para bactérias.

Propriedades Fisicas

As clausulas, limites e métodos de teste propostos para propriedades fisicas da
formulacio WG estavam de acordo com as exigéncias do Manual (FAO/OMS, 2006).
Estabilidade no armazenamento

O fabricante forneceu dados sobre a estabilidade de Bti AM65-52 na formulagao WG
armazenado a -18, +20 ¢ +25°C por 6, 12, 18 ¢ 24 meses, mas a Reunido de 2004
concordou que era necessario um teste de estabilidade acelerada no armazenamento.

A Reuniio reconheceu que uma simples extrapolacdo desses dados, utilizando a
equagio de Arrhenius, seria completamente inadequada para uma mistura tdo complexa
como a formulagio WG de Bti AMG65-52, por causa da miriade de reacdes (em sua
maioria) desconhecidas envolvidas na degradagdo. Portanto, o fabricante conduziu
estudos sobre amostras da formulag@o WG do padrfo, dentro da especificagdo, a 54°C
por até 4 semanas, englobando o periodo padrio de 2 semanas do CIPAC MT 46.3.
Apos 2 ¢ 4 semanas a 54°C, a poténcia da formulago WG diminuiu em 15-16% € 21%,
respectivamente, embora tenha permanecido acima do minimo especificado de 2700
U.T.I/mg. Apés | e 2 semanas a 54°C, as propriedades fisicas ndo foram
significativamente alteradas. O fabricante propds um limite de 84% para retengdo da
poténcia apds 7 semanas a 34°C, sem mudanga nas propriedades fisicas, e isso foi aceito
pela Reunido.

Com base no conselho recebido da OMS/PCS ¢ pela WHOPES, a Reunido concordou
que ¢ mais provavel que a bactéria diminua do que se prolifere sob as condi¢des de teste
e, portanto, testes para contaminantes bacterianos apos o teste de estabilidade no
armazenamento podem ser enganosos. Os dados do fabricante ndo indicaram nenhum
aumento nos contaminantes bacterianos durante o armazenamento prolongado de sacos
lacrados sob condigdes normais.

INFORMACOES DE APOIO PARA O RELATORIO DE AVALIACAO 770/2006

Visdo geral das utilizacdes
|7
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Inicialmente, produtos & base de Bt convencionais foram direcionados primariamente
contra pragas lepidopteras de culturas florestais ¢ de agricultura, mas cepas Bt ativas
contra pragas coleopteras estdo agora disponiveis. Cepas do Bti ativas contra vetores
dipteros de doengas parasitas e virais sd0 usadas em programas de satde ptblica. Bti
AM65-52 ¢ utilizado em aplicacdes de saude publica, para controlar as larvas de
mosquitos e borrachudos, cujos adultos sdo vetores de doencas. A atividade de Bti
AM65-52 contra as larvas de mosquitos Adedes, Culex, Anopheles e Uranotaenia foi
demonstrada ha muitos anos (Golberg & Margalit 1977).

Geralmente, as formulagdes Bt podem ser aplicadas em folhagens, solo, ambientes
aquaticos ¢ em unidade de armazenamento de alimentos e dgua. Formulado como WG,
Bti AM65-52 é destinado para © controle de mosquitos em égua potavel ou néo potavel
e pode ser dispersado em agua antes ou depois da aplicag@o.

A maioria dos produtos & base de Bt, incluindo a formulagao WG de Bti AM65-52,
contém proteinas cristalinas com acdo inseticida ¢ esporos vidaveis, mas ¢&m
determinados produtos & base de Bti 0s esporos sdo inativados.

Observou-se resisténcia aos produtos Bt na agricultura, indicando a necessidade de
evitar o uso pesado indiscriminado € adotar boas praticas de gestéo de pragas.
Identidade

Nome cientifico

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM65-52.

Abreviagoes

Bt: todas as subespécies de Bacillus thuringiensis.

Bti: todas as cepas de Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (sorotipo dos
flagelos: H-14).

Bti AM65-52: a cepa a qual 0 codigo 770 da CIPAC se aplica ¢ o objeto da presente
avaliacdo.

Codigo numérico CIPAC

770

Testes de identidade

(1) Exame microscopico: bacilos gram-positivos; presenga de esporos e inclusoes
cristalinas parasporais.

(i1) Anélise SDS-PAGE do perfil de peso molecular dos cristais de proteina endotoxina.
(iii) Analise de agarose-GE do perfil de plasmideo.

Defini¢do do ingrediente ativo

Uma mistura de cristais de proteina de endotoxina livre produzidos por Bti AM65-52 ¢
os esporos ¢ células portadoras.

Medicdo da atividade do ingrediente ativo

Resultados do bioensaio com larvas de 4° instar de Adedes aegypti (cepa Bora Bora).
expressados como unidades toxicas internacionais (U.T.1.)/mg de produto, relativos a
um material de referéncia Bt Observagio: o anico padrdo de referéncia atualmente
disponivel ¢ a cepa AM65-52, lote n° 82-691-W5, da Valent BioSciences Corp., que
possui biopoténcia de 7992 U.T.1./mg.
Visdo geral da biologia de Bt (IPCS 1999)
Bt ¢ uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos, mével e anaerdbica facultatl /
encontrada em solos, agua, na superficie das folhas em diversas partes do mundo. As
subespécies Bt ativa coledpteros e lepidopteros sdo primariamente associadas com 0
solo e o filoplano (superficie das folhas), enquanto a subespécie Bt ativa diptero 580
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comumente encontradas em ambientes aquéticos. Esporos Bt sdo persistentes no meio
ambiente ¢ o crescimento vegetativo ocorre quando as condi¢Bes sdo favoraveis e 0S
nutrientes estio disponiveis. Apds a aplicagao de uma subespécie Bt a um ecossistema,
os esporos ¢ as células vegetativas podem persistir, em concentragdes cada vez menores,
por semanas, Meses Ou anos como um componente da microflora natural. No entanto,
proteinas cristalinas com acdo inseticida (ICP) associadas com ©S e€sporos sao
processadas biologicamente inativas dentro de horas ou dias.

Bt ¢ geneticamente semelhante a Bacillus cereus (Bc), mas distinguido pela formacédo
das inclusdes cristalinas caracteristicas, adjacente ao endosporo, durante os estagios de
esporulag@o 11l e IV. As inclusdes cristalinas parasporais consistem de uma ou mais
proteinas cristalinas com acdo inseticida (ICP) que sao toxicas a determinados
invertebrados, especialmente espécies de larvas de insetos que pertencem as ordens de
insetos Coleoptera, Diptera ¢ Lepidoptera. Os cristais possuem diversos formatos
(bipiramidal, cuboide, romboide plano, esférico, ou compostos de dois tipos de cristais),
dependendo de sua composigdo ICP. Os cristais de Bti cepa AM65-52 ocorrem ¢Omo
inclusdes irregularmente redondas. A morfologia dos cristais, a composi¢do ICP e a
especificidade da atividade contra diferentes espécies de insetos estdo amplamente
correlacionadas.

A taxonomia fenotipica basica de Bt € as subespécies, das quais muitas foram descritas
e sio diferenciadas por sorotipo por seus antigenos flagelares (H). A maioria das
subespécies utilizadas para controle de pragas foram isoladas dos insetos moribundos.
Essas ICP codificadoras de genes estdo em sua maioria localizadas nos plasmideos e sdo
designadas pelo termo cry (cristal). Cada ICP € o produto de um Gnico gene cry. Os
tipos de genes cry podem ser especificos para Lepidoptera (ervl), Diptera e Lepidoptera
(eryll). Coleoptera (cryl), Diptera (cryIV), ou Coleoptera ¢ Lepidoptera (cryV),
designados de acordo com a classificacio de Hofte & Whiteley'.

As ICP de Bti ¢ algumas outras subespécies de Bt também incorporam uma proteina
citolitica ndo especifica, cujo(s) gene(s) possui(em) a designagdo cyt (citolitica). Os
cristais de Bti cepa AM65-52 contém 4 proteinas principais’ designadas como Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl1Aae CytlAa, de acordo com a classificagdo de Crickmore ez al. (1998)2.
A maioria dos plasmideos com genes ICP ¢ prontamente transferida por conjugagdo
entre as cepas Bt ¢ pode ser transferida para espécies relacionadas de bactérias. A
engenharia genética dos plasmideos levou ao desenvolvimento de cepas com nova
atividade inseticida. Os genes dos plasmideos também foram geneticamente
modificados para plantas, para controle de pragas de plantas por expressao de ICP
dentro das células das folhas, mas esses nao 30 considerados nesta avaliagao.

| Hofte, H. e Whiteley, H.R. (1989) Insecticidal crystal proteins of Bacillus
thuringiensis ~ [Proteinas de cristais inseticidas de Bacillus thuringiensis].
Microbiological Reviews 53: 242-255.

2 crickmore ef al. (1998) Revision of the nomenclature for the Bacillus thuringiensis
pesticidal crystal proteins [Revisdo da nomenclatura para o0s cristais de proteina
pesticida de Bacillus thuringiensis].

Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 307-813.Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl 1Aa, ¢ CytlAa
correspondem a CrylIVA, CrylVB, CrylVD e Cyl4, respectivamente, de Hofte &
Whiteley 1989.

Para controle de insetos, Bt esporulado contendo ICP ou complexos de esporos 1IC
deve ser ingerido por uma larva de inseto suscetivel. A ICP (que é uma protoxina) €
solubilizada no mesentério da larva e convertida em toxina biologicamente ativa por
enzimas proteoliticas. O terminal C e os dominios médios da toxina ativada se ligam a
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receptores de membranas celulares epiteliais especificas no intestino da larva, enquanto
que o dominio do terminal N inicia um canal de ion € a formacao de poros na
membrana, que & seguida por consequente lise da célula. A mistura de conteiidos da
hemolinfa e do intestino cria condigdes favoraveis para a germinagio de esporos de Bte
proliferagdo vegetativa, 0 que pode resultar em septicemia e contribuir para a causa da
morte. A ligacio do receptor pela ICP ¢ o principal determinante da especificidade do
hospedeiro pelas diferentes ICP de Bt.
Durante o crescimento vegetativo. diversas cepas de Bt sdo capazes de produzir uma
variedade de antibiéticos, enzimas, metabolitos secundarios e toxinas, incluindo toxinas
Bt, que podem ter efeitos prejudiciais sobre organismos alvo e ndo alvo. De particular
interesse ¢ a beta-exotoxina, a qual € associada com determinadas subespécies de Bt
(subespécie darmstadiensis, Btd; subespécie galleriae, Btg; subespécie tenebrionis,
Btte: ¢ subespécie thuringiensis, Btt). Beta-exotoxina € um nucleotideo termoestavel
(MW 701) composto de adenina, glucose e 4cido Allaric, que inibe a polimerase do
RNA ao agir de forma competitiva com ATP. A sintese de RNA é um processo vital em
todos os tipos de vida e, portanto, a beta-exotoxina é toxica para quase todas as formas
de vida, inclusive humanos ¢ insetos alvo. A beta-exotoxina ndo ¢ produzida por
culturas puras de Bti.
Composicio e propriedades
Tabela 1. Composigiio e propriedades de Bti AM65-52 formulado como WG
Processo de fabricacio, dados sobre|lnformagdes confidenciais  fornecidas ¢
componentes, impurezas e¢|lmantidas em arquivo pela OMS.
contaminantes
Teor minimo declarado de Bti AM65-
52
Fmpurezas relevantes > | g/kg e limites
maximos para elas
Impurezas relevantes < | o/kg e limites
maximos para elas
Contaminantes microbianos relevantes Staphylococcus aureus, nao detectado Espécies
¢ limites maximos para eles de Salmonella, ndo detectadas Pseudomonas
aeruginosa, nao detectado
Escherichia coli, ndo mais que 100 unidades
formadoras de colonia/g

2700 U.T.1/mg

Agua, 50 g/kg J

nenhum

Estabilizadores e outros aditivos elnenhuma
limites maximos para eles

Resumo de riscos

Os testes padrdo de toxicidade cronica subaguda, utilizados para produtos quimicos
sintéticos, ndo sdo completamente adequados para pesticidas microbianos, que S0
primariamente regulados com base em estudos de patogenicidade (por exemplo, PMRA
Canada: DIR 2001-2. UE: Anexo 6b da Diretiva 91/414/CEE). A toxicologia de
pesticidas microbianos ¢ considerada, mas patogenicidade potencial, infectividade ¢
padréo de eliminag&o sdo tio importantes quanto.

Muitos dados sobre os riscos de Bt e Bti estao disponiveis na bibliografia aberta.
Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) foi avaliado pelo IPCS (IPCS 1999) ¢ pe
EPA US (USEPA, 1998). Bacillus thuringiensis ssp. israelensis cepa AMG65-52 foi
analisado para novo registro pela EPA US em 2006. Essa cepa também esta sob analise
pela Comissdo Europeia, com conclusdo prevista para o final de 2008.
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As conclusdes do IPCS foram as seguintes (IPCS 1999). “Por séculos, 0s seres humanos
foram expostos a Bt em seus habitats naturais, particularmente no solo, agua e filoplano.
No entanto, na literatura cientifica registrada, apenas alguns efeitos adversos a €sseS
niveis ambientais de Bt foram documentados. Devido ao seu modo especifico de agdo, ¢
improvavel que 0s produtos a base de Bt representem algum risco aos seres humanos ou
a outros vertebrados ou a grande maioria dos invertebrados nao alvo, contanto que
estejam livres de microrganismos néo Bt e de produtos biologicamente ativos que ndo
sejam 1CP. Produtos A base de Bt podem ser utilizados com seguranca para O controle
de pragas de insetos em culturas agricolas e horticolas, assim como em florestas. Bt
também & seguro para 0 uso em ambientes aquéticos, incluindo reservatorios de agua
potavel, para o controle de mosquitos, borrachudos e larvas de insetos incéomodos. No
entanto, deve-se observar que Bt vegetativo tem 0 potencial para a produg@o de toxinas
do tipo Bc, cuja significancia como causa de doengas em humanos nao é conhecida... [,
embora]... produtos comerciais a base de Bt ndo contenham metabolitos que sejam
considerados perigosos para seres humanos e para o meio ambiente™.

A OMS e a UE (de acordo com a Diretiva do Conselho 67/548/CEE) ndo atribuiram
uma classificagdo de risco para Bti. A EPA US isentou Bti de uma exigéncia para
tolerancias, concluindo que produtos 3 base de Bt ndo representam uma ameaga a aguas
subterrineas, € também ndo emitiu restri¢des sobre o uso de Bt ao redor de corpos de
agua.

Formulacoes

O principal tipo de formulacgo disponivel € WG. Bti AM65-52 nfio é coformulado com
outros pesticidas. A formulagdo WG ¢ registrada e vendida na Algéria, Argentina,
Australia, Brasil, Canadé, México, Nova Zelandia, Singapura, Turquia € nos EUA.
Métodos de anilise e teste

O método para determina¢ao do teor de ingrediente ativo € 0 bioensaio da atividade das
larvas de mosquito, que € 0 método padrio da OMS. Bti é determinado como
biopoténcia, comparando a mortalidade das larvas de mosquito produzida pelo produto
em teste com a mortalidade produzida por um padrdo de referéncia. A biopoténcia €
medida em unidades toxicas internacionais (U.T.L.) por mg do produto. A biopoténcia
de Bti é comparada contra um pd de referéncia liofilizado dessa espécie de bactéria,
utilizando larvas de quarto instar de Aedes aegypti (cepa Bora Bora). A toxicidade do
primeiro padrdo de referéncia foi originalmente atribuida arbitrariamente uma
toxicidade de 15.000 U.T.l/mg de pd contra essa cepa de insetos. O bioensaio fornece
informacdes de apoio na identificacdo de Bti, devido a especificidade de Bti a Diptera.
A identificacdio do ingrediente ativo depende de uma série de testes, além do fteste
quantitativo ja mencionado. A analise microscopica € uma triagem inicial rapida e
simples para a identificacdo, utilizada para estabelecer se as células das bactérias sao
bacilos moveis ¢ Gram positivos, com a presenga de esporos e proteinas cristalinas que
evidenciam Bti. Em principio, Bti (mas ndo a cepa) também pode ser identificado pelo
antigeno flagelar (H-14), mas antissoros adequados ndo estdo comercialmente
disponiveis no momento.

A cepa AM65-52 de Bti & identificavel por SDS-PAGE das proteinas de cristais
produzidas e/ou por agarose GE do DNA plasmidico que codifica as proteinas.

Métodos de teste para contaminantes bacterianos, Pseudomonas —aeruginosa,
Staphylococcus aureus, espécies de Salmonella ¢ Escherichia coli envolvem téeni
bacteriologicas padrao. i

Métodos de teste para a determinagdo de propriedades fisico-quimicas da formulagdo
WG foram CIPAC, conforme indicado na especificagao.
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Propriedades fisicas

As propriedades fisicas, 0s métodos para testa-las € 0s limites propostos para as
formulagdes WG estio em conformidade com as exigéncias do manual FAQ/OMS
(FAO/OMS 2006).

Recipientes e embalagem

A embalagem deve ser impermeavel a umidade e a luz.

Expressio e medida do ingrediente ativo

O ingrediente ativo, Bti cepa A65-52, é definido como uma mistura de proteinas
cristalinas de endotoxina livre e as células Bti portadoras de, € 0S €spoOros associados
com, os cristais de endotoxina. O teor do ingrediente ativo (biopoténcia) € medido €
expressado em unidades toxicas internacionais (U.T.L) por mg do produto. A
biopoténcia ¢ medida por comparacdo da mortalidade das Jarvas de mosquito produzida
pelo produto em teste com a mortalidade produzida por um po liofilizado de referéncia,
utilizando larvas de quarto instar de Aedes aegypti (cepa Bora Bora).

A cepa original de referéncia (IPS82, Bti cepa 1884, que ndo esta mais disponivel) teve
uma toxicidade arbitrariamente atribuida de 15.000 U.T.1./mg de p6 contra essa cepa de
insetos.

Até que um novo material de referéncia internacional seja disponibilizado para apoiar a
especificagdo da OMS, a Valent Biosciences Corp. se comprometeu em fornecer um
padrio de referéncia da cepa AM65-52 (lote n°® 82-691-W5), que possui uma
biopoténcia de 7992 U.T.l./mg.

ANEXO 1

RESUMOS DE RISCOS FORNECIDO PELO PROPONENTE

Observacio: A Valent BioSciences Corp. forneceu confirmagdo por escrito de que
dados toxicologicos e ecotoxicologicos incluidos no resumo a seguir foram derivados de
Bti AM65-52 técnico tendo perfis de impurezas e contaminantes microbianos
correspondentes aqueles da formulagio WG, referida na Tabela 2 acima, embora o
ingrediente ativo de grau técnico ndo seja normalmente isolado como tal.

Tabela A. Perfil de toxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52, com base em
toxicidade aguda, irritacao e sensibilidade.

Epécies Teste Duragdo e condigGes ou Resultado Referéncia
diretrizes adotadas
Rato, Oral aguda |Ratos em jejum, por|DLso > 5000 mg/kg de|6314-95-
Sprague- sonda. US EPA FIFRA,|peso corporal. 0090-TX-
Dawley (5 subdivisdo F, §81-1 Sem mortalidade, sem|00]
m, L efeitos clinicamente
51) U.T.I./mg ndo|significativos ou efeitos
registrado™. sobre o peso corporal,
sem tecidos anormais na
necropsia.
Coelho, Dérmica  |US EPA FIFRA,|DLso > 5000 mg/kg de|6314-95-
albino (5 m,jaguda subdivisdo F, §81-2 peso corporal. 0091-TX-
51) U.T.1./mg nio|Sem mortalidade. Fezes|001

registrado™. moles ¢ coloragdo ano-
genital em  diversos
coelhos, principalmente
no dia 0-2, peso

)+,
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corporal nao
adversamente afetado.
Nenhum efeito
relacionado ao

tratamento em tecidos
na necropsia.

Rato, Inalacdo EPA FIFRA, subdivis@o|CLso > 2,84 mg/l 1723-94.
albino (5 m.|jaguda F, §81-3 Sem mortalidade, mas
51) 4 horas de exposi¢dojcom diminui¢do da

U.T.l/mg ndolatividade, crosta ao
registrado®. redor dos olhos e nariz,
' ¢ piloeregdo no dia da

exposi¢ao.

Assintomaticos a partir
do dia 1 e peso corporal
inalterado pela
exposigao.

Coelho, Irritagio da|EPA FIFRA, subdivisdo|Eritema bem definido!|6314-95-
albino (3 m,|pele F, em todos os locais de 0093-TX-
39) § 81-5 aplicagdo de 30 a 60(001
U.T.l./mg niolminutos, eritema bem
registrado™. leve a bem definido em
todos nos dias | a 4,
eritema bem leve em
um coelho no dia 10 e
em dois coelhos no dia
14. Nenhum edema no
local da aplicacdo.
Classificado como nao

irritante.
Coelho, Irritacio  |EPA FIFRA, subdivisdo|No grupo sujo,|6314-95-
albino (3 m,|dos olhos  |F opacidade da cornea em 0092-TX-
39) §81-4 um coelho em 24 horas,|001
U.T.1/mg niolsem efeito iridal. Sem
registrado™. efeito iridal e na cornea
no grupo limpo.
Vermelhiddo da

conjuntiva, quemose €
descarga em | hora nos
dois grupos.
Vermelhiddo minima da
conjuntiva persistiu em
um coelho de cada
grupo até o dia 4, mas
nio estava presente no
dia 7.

Classificado como ndo
irritante.
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Tabela A. Perfil de toxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52, com base em
toxicidade aguda, irritacao e sensibilidade.
Duracdo e condigBesResultado Referéncia
ou diretrizes adotadas

Porquinho |Sensibilidade EPA FIFRA Subdiv.[O material técnico|94-8488-21

Espécies  |Teste

da ndialda pele F §81-6, 40 CFR 152- 50% p/v na agua para
(jovem 36 inducdo e 5% p/v na
adulto m, f) i agua  para desafio
U.T.l./mg nao|primario produziu
registrado™. sensibilidade dérmica.

O material técnico
0,5% p/v na agua para
novo desafio  n&0
elicitou respostas de
sensibilidade.

Tabela B. Perfil de toxicologia adicional do material técnico Bti cepa AMG65-52,
com base na administrago inica.

Espécies |Teste Duracdo e condigdes|Resultado Referéncia
ou diretrizes
adotadas

Rato, Patogenicidade € EPA FIFRA 40 CFR|Sem mortalidade, sem|G-7264.222
Sprague- [toxicidade oral|158-740. sinais significativos de
Dawley |aguda Dose oral tnica deftoxicidade, sem
(21 m, 21 aproximadamente evidéncia de
f) 10% UFC. U.T.l/mg|patogenicidade.
nfo registrado™. Irritagio em todos 0S
animais tratados
precocemente no estudo
e pulmdes dilatados (dia
4) nos animais tratados.
Bti encontrado nos
pulmdes de apenas um
animal tratado no dia 4.
Em todos os animais
tratados, a eliminagao

com excecdo das fezes.
que ficaram limpas no
dia 22.

Atoxico e ndo
patogénico para ratos.
Rato, Patogenicidade e|lEPA FIERA 40 CFR|Sem mortalidade nos G-7264.222
Sprague- |toxicidade 158-740. dias 22 ou 350 dos

Dawley |intravenosa Inje¢do intravenosa periodos de teste. Sem (/’ T’
(24 m, 24|aguda Unica de|patogenicidade ou , (
) - . | —

) aproximadamente toxicidade relacionada

10’ UFC. ao tratamento. Microbio

UL 1/mg ndoldo teste presente em

registrado®. altos niveis no bago ¢

0 7
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no figado, baixos em
outros tecidos ¢ noO
sangue. Ocorreu
eliminagdo total para O
contetdo no cérebro,
sangue € ceco, mas nao
dos pulmdes, do bago,
do figado, dos nédulos
linfaticos e dos rins.
Nos tecidos sem
eliminacéo, as
contagens microbianas
permaneceram iguais no
teste do dia 0.

*Doses baseadas na contagem de esporos ou mg do produto.

Tabela B. Perfil de toxicologia adicional do material técnico Bti cepa AMG65-52,
com base na administragio inica.

Espécies Teste Duragéo e|Resultado Referéncia
condicdes ou
diretrizes adotadas
Camundongo, |Teste de injecao|EPA FIFRA 40|Sem sinais de|VTP/TE-05
(5 m, 5 f por intraperitoneal |CFR 180-1011. |toxidade durante O0S
tratamento) 0.5, 0,05 ou 0,005|7 dias do periodo de
mg do materialjteste.
técnico por animal
(correspondente 2
105, 107 e 10°

UFC/animal),
injetada na
cavidade
peritoneal.
Poténcia de Bti
A65-52
6600 U.T.1./mg
Rato, Sprague-|instilagdo EPA FIFRA 40|Sem mortalidade nos|G-7264.225
Dawley (24 m, endotraqueal CFR 158.740. 50 dias do periodo
24 1) Instilagdo de teste. A
endotraqueal toxicidade
Gnica de 10® UFC.|relacionada ao
U.T.l./mg nfoltratamento aparente
registrado™. no inicio do estudo 2

com relagdo a

respiragdo,

locomogdo, posigao (/i
do corpo e aparéncia ———
externa. Sem

patogenicidade.

Lesdes pulmonares

persistentes nao
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foram consideradas
causadas pelo
processo  infeccioso,
mas pela presenga de
numerosas particulas
estranhas nos
pulmdes. Bfti
presente em todos 0$
tecidos dos animais
tratados, exceto no
cérebro. No dia 50, a
eliminagdo total foi
observada no
sangue, nos rins ¢
nos nodulos
linfaticos. N&o s€
observou eliminagao
total no dia 50 para o
bago, figado,
pulmdes e ceco, mas
a contagem
microbiana fol
substancialmente

reduzida em
comparagdo com O0S
piveis de  pico,
exceto no bago. Bti
nfo se proliferou.
Na necropsia nos
dias 4, 8, 15,22, 36 ¢
50, as observacgoes
patologicas de todos
os animais foram
normais.

Tabela C. Perfil de ecotoxicologia do material técnico Bti cepa AMG65-52.

p m
Daphnia magna Toxicidade |Duragdo: 10 dias. CEso > 50 mg/l
(pulga d*agua) aguda Trés recipientes de|Apds © dia 10 de
exposi¢ao replicados exposi¢io, 93% de
contendo 10lsobrevivéncia a 50
dafnideos cada (30 mg/ml, em
por concentragdo e|comparag¢ao com
controle). 97% de
Solugdes de teste sobrevivéncia  nos
renovadas a cada 48|controles nao
horas. tratados.

U.T.1./mg nd
registrado™.
Bti A65-52

o

WG
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mosquito mesocosmo |aplicado em 2> 45 kg/ha foram al. 1998

quironomideo. ocasides em 1, 9.|transientes e

espécie nao 22.5. 45 ou 90 kg/ha. |[recuperagdo ocorreu
U.T.1./mg nio|14-32 dias apés a
registrado™. aplicag@o.

Perca-sol de|Teste de|Ragéo misturada|Sem 90-2-3228
Guelras Azuis renovagdo |com Bti AMG65-52|comportamento

(Lepomis estatica de 30lem concentracao anormal.
macrochirus) dias nominal 500 vezes|Sem lesdes,
maior do esperado|necroses ou tumores
no ambiente atribuiveis a Bti
(3,89 x 10'° UFC/g|AM65-52. Sem
de alimento). efeitos adversos
6600 U.T.1./mg sobre a
sobrevivéncia € O
crescimento.
Nzo infeccioso, ndo
patogénico.
Truta  arco-iris|Teste de|1,945 g do material|Sem efeitos|90-2-3242
(Oncorhynchus renovagdo |de teste (3,89 x 10''|adversos sobre a
mykiss) estatica de 32|UFC) suspenso em sobrevivéncia, sem
dias {00 ml de Aaguajevidéncia de
adicionada a 49,9 ineficacia ou
litros de agualpatogenicidade  na
reconstituida mole e|forma das lesdes,
adicionada a  3{tumores ou
aquarios de teste. necroses.
Racdo para peixe
comercialmente
preparada foi
fornecida uma Vez
por dia a uma taxa ‘
de promogdo de
crescimento de 4,5%
do peso corporal.
Ragao misturada 5
com Bti AM65-52
em concentragao
nominal 500 vezes
maior do esperado
no ambiente
(3.89 x 10" UFClg
de alimento).
6600 U.T.1./mg ‘ 204
Sargo-choupa Teste de|Concentragdes Sem evidéncia de|90-4-328% '
(Cyprinodon renovagio  |aquosas elineficacia ou i
variegates) estatica de 30|alimentares nominais|patogenicidade, €
dias equivalentes a 100{sem efeito adverso

-
pot
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vezes e 500 vezes alsobre o crescimento
concentracdo dos peixes.

esperada no meio

ambiente,

respectivamente.

6600 U.T.I./mg

Apis mellifera|Toxicidade |Bti AM65-52|Atdxico como|BATFT/C

(abelha) oral suspenso emlveneno  estomacal|90-833-F/C
dgua/mel, 1:1 v/v.em abelhas
Tratamentos 24|operarias adultas de

g/acre (0,1 x taxa del0,5 a 10 vezes a
campo) a  2400|dosagem de campo
g/acre (10 x taxa de|para controle de
campo), duragdo de|insetos.

14 dias.
U.T.1./mg nao
registrado™.
Tabela C. Perfil de ecotoxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52.
Espécies | Teste |Duragdo e condigdes |Resultado Referénciaj
Pato selvagem (4nas| Toxicidade Sonda oral a 3077 mg/kg|TEL > 3077 mgfkg de|161-115.
platyrhynchos) oral (3,4-6,2 x 10" |peso  corporal. Sem
UFC/kg/dia por 5 dias). mortalidade, aparéncia €
U.T.I./mg ndo|comportamento normais.
registrado®. Sem efeito sobre o peso
corporal ou o consumo
de racéo.
Sem patogenicidade,
toxicidade ou efeito

sobre a sobrevivéncia de
patos jovens.

Codornizes do Norte| Toxicidade Sonda oral a 3077 mg/kg|Sem patogenicidade,|161-114
(Colinus oral pc/dia por 5 dias toxicidade ou efeito
virginianus) 6600 U.T.L/mg, 2,0 x|sobre a sobrevivéncia de

10" UFClg. aves jovens.
DLso > 3077 mg/’kg
(equivalente a > 1874
mg/kg pe/d)
NOEC = 3077 mg/kg
(equivalente a > 1874
mg/kg pe/d)

ANEXO 2. REFERENCIAS

Numero  do|Ano ¢ titulo do relatorio ou detalhes da publicagio

documento ou

outra

referéncia

Valent

Biosciences

\T6l-l 14 \1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis):
Um estudo de patogenicidade & toxicidade oral aviaria na codorniz.

ol 7.
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Fél—l 15. \1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensﬂ
Um estudo de patogenicidade e toxicidade oral aviéria no pato selvagem.

1999. VectoBac TP (ABG-6164S) - toxicidade para pulgas d’agua

(Daphnia magna) em condigdes de renovagdo estatistica.

r0—2-3228 1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis)

- infectividade ¢ patogenicidade para Perca-sol de Guelras Azuis
(Lepomis macrochirus) durante um teste de renovagdo estatica de 30
dias.
90-2-3242 1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis)
- infectividade e patogenicidade para Truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) durante um teste de renovagao estatica de 32 dias.
90-4-3288 1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis)
- infectividade e patogenicidade para Sargo-choupa (Cyprinodon
variegates) durante um teste de renovacdo estatica de 30 dias.

BATET/C 90-/1990. Teste de toxicidade na alimentac@o da abelha adulta / avaliagdo da
833-F/C crénica comparativa toxicidade de veneno estomacal de Bacillus
thuringiensis subesp. israelensis (Biti) em abelhas operdrias adultas.

FAO/OMS, |Manual para Desenvolvimento ¢ Uso da FAO e Especificagdes para

Pesticidas da OMS.
2006 Margo de 2006 revisdo da 1* edicdo. Disponivel apenas na internet, em
http://www.fao.org/ag/agp/agpp/pesticid/ e

http://www.who.int/whopes/quality/.

1990. Estudo de patogenicidade/toxicidade oral aguda do material
técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis) em ratos.
G-7264.224 [1990. Estudo de patogenicidade/toxicidade intravenosa aguda do
G

material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis) em

ratos.

1990. Estudo de patogenicidade/toxicidade dérmica aguda do material

técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis) em ratos.

Golberg &|Golberg, L.J. and Margalit, 1., 1977. A bacterial spore demonstrating

Margalit 1977 |rapid larvicidal activity against Anopheles sergentil, Uranotaenia
ungiculata, Culex univitatus, Aedes aegypti and Culex pipiens [Um
esporo bacteriano demonstrando ser um rapido larvicida da atividade de
Margalit 1977 contra Anopheles sergentil, Uranotaenia ungiculata,
Culex univitatus, Aedes aegypti € Culex pipiens]. Mosq. News, 37, 355-

-7264.225

358.
IPCS. 1999 \Critérios de Saude Ambiental, N° 217. Bacillus thuringiensis, 1999,
105pp.
Liber ef al.Liber, K., Schmude, K L. and Rau, D.M., 1998. Toxicity of Bacillus
1998 thuringiensis var. israelensis to chironomids in pond mesocosms

[Toxicidade do Bacillus thuringiensis var.israelensis em mesoOCcOSMOS de
lago]. Ecotoxicology, 7: 343-354.

us EPA.Decisio de Eligibilidade para Registro de Bacillus thuringiensis -
1998 EPA738-R98-004, 157pp.

VTP/TE-05 |1990. Intraperitoneal injection test with Vectobac technical powd
OMS, 2002. |A classificagdo recomendada da OMS de pesticidas por risco e diretrizes

A

[Teste de injecdo intraperitoneal com 0 pé técnico Vectobac].

para a classificagdo 2000-2002. documento WHO/PCS/01.5. OMS,
Genebra, 2002. )
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