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Impugnacgao PE 0046/2025

De : PES COM IMP EXP LTDA <pes.gerencial@gmail.com> qua., 07 de mai. de 2025 11:07
Assunto : Impugnacao PE 0046/2025 # 1 anexo
Para : licitacao@imbe.rs.gov.br
Cc : Felipe Pes <pescomercio@gmail.com>

Bom dia,

PES Comércio, Importacdo e Exportacdo LTDA., pessoa juridica de direito privado estabelecida na
Rua Mariante, 794/Fundos, Bairro Rio Branco, em Porto Alegre/RS, CEP.: 90.430-180, inscrita no
CNPJ sob n.° 68.833.227/0001-51, neste ato representada por seu Sdcio Administrador, Sr. Felipe
Antdnio Pes, inscrito no CPF sob n.© 183.878.610-49, com Contrato Social em anexo (Doc. 01), vem
respeitosamente, perante Vossa Senhoria e Vossa Exceléncia para apresentar IMPUGNACAO, ao
Edital de Pregao em epigrafe, nos termos do disposto no Edital no seu subitem 9.1, c/c o artigo 164
da Lei 14.133/21, pelos fundamentos de fato e de direito expostos nas RazOes que seguem em
anexo.

Solicito confirmar o recebimento deste, por favor.
Atenciosamente,

Felipe Pes
Pes Com Imp Exp Ltda
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ILUSTRISSIMO(A) SENHOR(A) PREGOEIRO(A) E EXCELENT’fSSIMO SENHOR
PREFEITO MUNICIPAL DO MUNICIPIO DE IMBE/RS.

Pregao Eletronico 046/2025.

PES Comércio, Importacao e Exportacao LTDA., pessoa juridica de
direito privado estabelecida na Rua Mariante, 794/Fundos, Bairro Rio Branco, em Porto
Alegre/RS, CEP.: 90.430-180, inscrita no CNPJ sob n.° 68.833.227/0001-51, neste ato
representada por seu Socio Administrador, Sr. Felipe Antonio Pes, inscrito no CPF sob n.°
183.878.610-49, com Contrato Social em anexo (Doc. 01), vem respeitosamente, perante
Vossa Senhoria e Vossa Exceléncia para apresentar

IMPUGNACAO,

ao Edital de Pregao em epigrafe, nos termos do disposto no Edital no seu subitem 9.1,
¢/c o artigo 164 da Lei 14.133/21, pelos fundamentos de fato e de direito expostos nas
Razdes que seguem.

Requer o recebimento da presente Impugnacao para determinar a
ANULACAO do certame com a RETIFICACAO do Edital para republica-lo com corre¢do as
questdes apontadas nesta e, acaso assim nao entenda Vossa Senhoria, a remessa dos
autos ao Exmo. Sr. Prefeito Municipal do Municipio para julgamento por superior
instancia.

Nestes termos,
Pede deferimento.

Porto Alegre, 06 de maio de 2025.

PES COMERCIO Assinado de forma digital por PES
COMERCIO IMPORTACAO E

IMPORTACAO E EXPORTACAO

EXPORTACAO LTDA:68833227000151

LTDA:68833227000151 Dados: 2025.05.07 10:49:21 -03'00'

Felipe Antonio Pes,
CPF 183.878.610-49,
Socio-administrador.

Com Assessoria Juridica, nos termos do §2°-A, do art. 29, da Lei Federal 8.906/94, de:

Armenio de Oliveira dos Santos,
Mestre em Direito e Advogado.
OAB/RS 48.458
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ILUSTRISSIMO(A) SENHOR(A) PREGOEIRO(A) E EXCELENT’fSSIMO SENHOR
PREFEITO MUNICIPAL DO MUNICIPIO DE IMBE/RS.

Pregao Eletronico 046/2025.

IMPUGNANTE: PES Comércio, Importacao e Exportacdao LTDA
IMPUGNADO: Edital do Pregao Eletronico 046/2025.

RAZOES DE IMPUGNAGAO
Eméritos Julgadores

I- DA TEMPESTIVIDADE DA IMPUGNAGAO.

O Edital prevé em seu subitem 9.1 como prazo para Impugnacao “Até trés
(03) dias antes da data fixada, para recebimento das propostas’, sendo que a data de
recebimento das propostas é 22/05/2025.

Por sua vez, o art. 164 da Lei 14.133/21 é expresso que “qgualquer pessoa é
parte legitima para impugnar edital de licitacdo por irregularidade na aplicacéo desta Lei
ou para solicitar esclarecimento sobre os seus termos, devendo protocolar o pedido até
3 (trés) dias uteis antes da data de abertura do certame.”

Desta forma, considerando a data de recebimento de propostas, é tempestiva
a presente Impugnagao, conforme o subitem 9.1 do Edital e o art. 164 da Lei 14.133/21,
devendo a mesma ser recebida, processada e provida pelas razoes proprias que nesta se
aduz.

IT - PRELIMINAR DE INCOMPETENCIA DO PREGOEIRO PARA
DECIDIR SOBRE A IMPUGNACAO.

A Lei 14.133/21 traz no § 5° do art. 8° que:

§ 5° Em licitacdo na modalidade pregdo, o agente responsavel
pela conducdo do certame sera designado pregoeiro.

Tal previsdo, contudo, nao define quem da Administracdo sera competente
para decidir sobre Impugnacodes interpostas, o que, neste caso, devera ser a Exma. Sra.
Prefeita Municipal, a qual é a Autoridade maxima, ouvidos os respectivos setores técnicos.

No entanto, o certo é que a competéncia para tanto ndo podera ser somente
do Pregoeiro, pois que isto estda em desacordo com a prépria Lei do Pregao e com o
sistema Recursal em licitagdes, na medida em que a Impugnagdo se caracteriza como
um Recurso e, assim, ela DEVERA ser remetida a Autoridade Superior, o Excelentissimo
Senhor Prefeito Municipal, para decisao fundamentada.

Sobre esta incompeténcia para admissibilidade temos a doutrina de Niebuhr!,
ainda quando da Lei 10.520/02, a qual analogicamente ainda persiste a luz da nova Lei
14.133/21, como se VE:

! NIEBUHR, Joel de Menezes. Pregéo Presencial e Eletronico. 62 ed., Belo Horizonte/MG: Editora
Forum, 2011. p. 221, 222 e 361.
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Como dito, a Lei n°® 10.520/02 ndo prescreve a quem O
Recurso Administrativo deve ser dirigido e quem é o agente
competente para aprecia-lo. Diante da omissdao da Lei n°
10.520/02, deve-se aplicar o 8§4° do art. 109 da Lei n°
8.666/93, cujo teor determina que o recurso deve ser dirigido a
autoridade superior, por intermédio do pregoeiro, que pode rever sua
posicdo. Alids, no mesmo sentido, o inciso III do artigo 7° do
Decreto Federal n® 3.555/00 prescreve a autoridade competente
a atribuicdo de decidir os recursos contra atos do pregoeiro.

Alids, é fora de duvida que o pregoeiro nao tem
competéncia para decidir sobre o recurso. Ora, 0 ato contra o qual
€ interposto o recurso € de autoria do proprio pregoeiro. Se o pregoeiro
fosse competente para decidir o recurso, em vez de recurso, dever-se-
ia falar em pedido de reconsideracéo. E sabido que o recurso implica
em reanalise de dada questao por autoridade hierarquicamente
superior a quem produziu o ato objeto do recurso. Quando quem
produziu o ato é quem decide, ndo se trata de recurso, mas de pedido
de reconsideragéo.

Em vista de tais consideracdes, parte-se da premissa de que é a
autoridade competente, € nao o pregoeiro, quem deve decidir, em
definitivo, o recurso. Ao pregoeiro, na forma do §4° do art. 109 da
Lei n° 8.666/93, é dada oportunidade para rever a sua posicao.
Mantida, o recurso deve ser encaminhado a autoridade
competente, para decisdao final e definitiva no ambito
administrativo.

O recurso contra decisdo do pregoeiro é dirigido a
autoridade competente. Se o recurso fosse da algada do pregoeiro ele
nao se chamaria recurso, mas pedido de reconsideragdo. A
reconsideracao é dirigida ao sujeito que praticou o ato. O
recurso é dirigido a outra pessoa que ndo aquele que praticou
o ato recorrido, a autoridade superior ao pregoeiro. Pois bem,
como o pregoeiro ndo tem competéncia para decidir o recurso,
apenas, se for o caso, rever a sua posicao, ele nao exerce qualquer
juizo de admissibilidade. O pregoeiro ndao pode recusar recurso
de pronto, sem encaminha-lo a autoridade competente. Nada
obstante isso, os sistemas eletronicos do Ministério do Planejamento,
Orcamento e Gestao, o comprasnet, € o do Banco do Brasil outorgam
ao pregoeiro tal prerrogativa, que, no final das contas, nao encontra
amparo na Lei nhem do decreto e vulnera ostensivamente o
principio constitucional do devido processo legal. (Grifamos)

Além disso, as questoes que serdo postas no decorrer desta
Impugnacao serao eminentemente técnicas e especializadas e que por se
tratarem do ambito do Direito Ambiental e de Salude Publica, podem ensejar, acaso
ocorra alguma ilegalidade nestes aspectos ou problema no uso do produto adquirido,
responsabilidade Administrativa e, até mesmo, Penal para os Gestores das respectivas
areas envolvidas, o Sr. Secretario de Salde, além de Agentes de Vigilancia Sanitaria e do
Sr. Prefeito do Municipio, sendo necessario, para decidir este Recurso de Impugnacao,
0s respectivos Pareceres Técnico-Juridicos que a embasem.

~ Deste modo, acaso nd@o ocorra o provimento da Impugnagdo de plano, ela
DEVERA ser remetida a Autoridade Superior, o Excelentissim0 Senhor Prefeito Municipal
para decisao fundamentada e baseada em Pareceres Técnicos, o que desde ja SE
REQUER.
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III- DOS FATOS E DO DIREITO
O Edital traz no seu objeto previsto no subitem 1.1 que:

1.1 - Constitui objeto da presente licitagdao para Registro de Preco,
visando eventual e futura aquisicao de larvicidas, raticidas e inseticidas para a
Vigilancia em Salde, produtos usados no combate e controle de pragas tais
como o mosquito da dengue (Aedes Aegypti). (G.n)

Neste aspecto o Termo de Referéncia traz no seu subitem 1.1 a descricao
dos produtos, sendo que, quanto ao item 4, preveé:

LARVICIDA: BACILLUS THURINGIENSIS, SOROTIPO ISRAELENSES,
CEPA AVALIADA E APROVADA PELA ORGAN!ZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, EM GLANULOS DISPERSIVEIS EM AGUA, (COMBATE AO
AEDES AEGYPTI), PARA APLICACAO EM LOCAIS COM AGUA PARA
CONSUMO, CAIXAS, CALHAS, FERRO VELHO, DEPOSITOS E TAMBEM EM
LOCAIS DE DIFICIL ACESSO COM ATOMIZADOR, AI?RESENTACAO EM POTES
DE 1/2KG, COM REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE.

E para este produto, cuja formulacao é de granulos dispersiveis em
agua, popularmente conhecida, para o BTI CEPA AM 6552, que é a avaliada e
recomendada pela OMS, como formulacdo WG, o Municipio procedeu ao
levantamento de precos com pesquisa pelo Setor de Compras, para atendimento do art.
23, §19, II da Lei 14.133/21, copia anexa (Doc. 02), na pagina 8, onde fixou o valor
médio como R$ 320,67, conforme a Tabela Consolidada — Levantamento de
Orcamento no item 4 constante no Edital, com as seguintes referéncias:
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No entanto, o preco médio aferido para este produto esta equivocado,
pois que o levantamento feito apresenta erros quanto as formulagoes
apontadas e outro produto que nao possui CEPA avaliada e recomendada pela
OMS, como demonstraremos a seguir.

_ a) Areferéncia a Licitagdo 34/24 do Municipio de Coxilha/RS NAO E
APLICAVEL ao produto objeto deste Edital no subitem 1.1, item 4 do TR pois ela NAO SE
REFERE A FORMULACAO EM GRANULOS DISPERSIVEIS EM AGUA (WG), mas sim a
formulacdo do mesmo produto EM SUSPENSAO AQUOSA CONCENTRADA (AS).

E assim é que estd a descricdo do produto no TR daquela licitagdo de
Coxilha/RS, copia anexa (Doc. 03), citada na Pesquisa de Pregos desse Municipio:
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T N lQldeA Un. |R$

[Ttem [ Descrigdo

| i | Referéncia |
T | Larvicida Biologico B.T.I. (BacillusThuringiensis | 200 | Litros | R$ 183,00 |
| variedade Israelensis) Formulagdo do tipo | ,
Suspensdo Aquosa Concentrada, contendo no |
| minimo 1.2% de BacillusThuringiensis var. I
’ | Israelensis: 1.200 UTI/mg (Unidades Toxicas l )

Internacionais por miligrama). Sorotipo H-14, i
" CEPA avaliada e aprovada pela OMS (Organizagdo | i
| Mundial da Saude) para uso em dgua potavel. Com | || |
Deste modo esta referéncia de preco é INADEQUADA ao produto cotadq de
BTI CEPA AM 6552, AVALIADA E APROVADA PELA ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE

COM FORMULAGCAO EM GRANULOS DISPERSIVEIS EM AGUA (WG).

b) A mesma situagao é aplicavel a referéncia na pesquisa de precos
da licitagcao 20/2024 do Municipio de Rodeio Bonito/RS, pois na prdpria descricao
do produto citada na pesquisa vemos que se trata de "Suspensdo Aquosa Concentradd’,
a qual, como dissemos, ndo é a mesma do produto objeto deste Edital no subitem 1.1,
item 4 do seu TR, que pede FORMULAGCAO EM GRANULOS DISPERSIVEIS EM AGUA (WG).

Assim, esta referéncia de pregos também ndo pode ser utilizada neste edital
por diferir da formulagao requerida neste Certame.

c) O mesmo caso é com relacao a citacao da licitacao 1383/24 do
Municipio de Bom Principio/RS na pesquisa, na qual, em que pese na descricao da
pesquisa constar com formulacdo em Granulos, de fato esta descricao da formulacao
naquela licitacdo é de SUSPENSAO AQUOSA CONCENTRADA (AS), como se V& no
Documento de Formalizacdo de Demanda e no TR daquele Municipio, cdpia anexa (Doc.
04).

Portanto, esta referéncia de precos também nao pode ser utilizada neste
edital por diferir da formulacdo requerida neste Certame.

d) E com relagao a licitacdo por dispensa 22/24 do Municipio de
Ajuricaba/RS, a mesma também ndo pode ser utilizada como referéncia de precos
neste certame porque, em que pese o produto ali citado seja na formulagao de granulos
dispersiveis em agua, o fato é que O PRODUTO NELA ADQUIRIDO FOI O CRYSTAR
3000WDG, como se V€ na cotacdo da empresa fornecedora, cdpia anexa (Doc. 05), sendo
gue este produto tem como Principio Ativo a CEPA BMP 144, como consta em seu
rotulo, cdpia anexa (Doc. 06).

Ocorre que esta CEPA BMP 144 NAO POSSUI AVALIAGAO E
RECOMENDAGAO DA OMS e, assim, ndo atende ao que exige o Edital deste certame,
sendo que A CEPA E O PRODUTO HOMOLOGADOS PELA ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OMS E QUE TEM INDICACAO PARA USO EM AGUA PARA CONSUMO HUMANO
E O VECTOBAC com BTI - BACILLUS THURINGIENSIS ISRAELENSES, CEPA AM 65-52,
conforme se pode verificar no link https://encurtador.com.br/4MMh3 do WHO -
Prequalification of Medical Products (IVDs, Medicines, Vaccines and Immunization
Devices, Vector Control, pagina 4, bem como que na Traducdo Juramentada do Registro
na OMS (Doc. 07) e na Monografia da ANVISA (Doc. 08).

Ademais, o objeto do Edital deste certame menciona expressamente
no seu subitem 1.1 o controle de Aedes Aegypti e, nesta linha, o proprio
Ministério da Saiude do Brasil ja emitiu a Nota Técnica N° 39/2022-

5
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CGARB/DEIDT/SVS/MS (Doc. 09) onde traz orientacdoes para o controle de
Aedes Aegyptie Aedes albopictus, sendo expressa, inclusive, a recomendacao
de uso do BTI CEPA AM 65-52, como segue:

1. ASSUNTO

Orientacao técnica para a ulizacdo de granulos dispersiveis em
agua do larvicida Bacillus thuringiensis israelensis — B, Cepa AM 65-
52, 37,4% p/p e poténcia aproximada 3.000 Bt UTI/mg para o controle de
Aedes aegypti e Aedes albopictus. (G.n.)

Além disso, a Nota Técnica do MS traz EXPRESSA MENGAO AO PRODUTO
VECTOBAC e a sua recomendacdo para agua de consumo humano, como se vé:

2.1 Caracterisca do Produto

O larvicida VectoBac®WG — Sumitomo Chemical, a base de
Bacillus thuringiensis israelenses B, é composto de 3.000 UTI (Unidades
Toxicas Internacionais) por miligrama, cepa AM65-52, na formulagdo de
granulos dispersaveis em agua, na concentracao 37,4%, altamente
eficiente para controle das formas imaturas de Aedes aegyp e Aedes
albopictus (Figura 1).

2.3 Recomendacodes de uso

O produto possui recomendacao para tratamento larvario em
agua de consumo humano, como por exemplo caixas d agua, tonéis,
cisternas e outras formas de armazenamento), conforme descrito no
WHO Guidelines for Drinking-water Quality. (G.n.)

Por fim, no seu subitem 2.7 a NT traz como “ Documentos complementares e
informacoes adicionais’ as referéncias a Organizacao Mundial da Saude, ao Registro na
ANVISA e ao WHOPES, como segue:

 Programa de Pré-qualificacdo em Controle de Vetores da
Organizagdo Mundial de Saidde (OMS -  PQ-List):
hps://extranet.who.int/pqweb/vector-control-product/vectobac-wg

e Cepa AM 65-52: hps://extranet.who.int/pqweb/sites/default/files/vcp-
documents/WHOVCSP_B_strain_AM65-52_2012.pdf

. Registro ANVISA (ndmero 3.2586.0013):
hps://consultas.anvisa.gov.br/#/saneantes/produtos/q/?
nomeProduto=vectobac%20wg

J WHO Guidelines for Drinking-water Quality:
hps://extranet.who.int/pqweb/sites/default/files/vcp-documents/WHOVC-
SP_B_strain_AM65- 52_2012.pdf (G.n.)

Logo, a referéncia de precos quanto a este produto adquirido em
Ajuricaba/RS também ndo pode ser utilizada neste edital por se tratar de produto com
CEPA que nao possui avaliacdo e recomendagao da OMS e que nado possui recomendacao
do Ministério da Salude para controle de Aedes Aegypti aspectos estes previstos e
exigidos no Edital deste certame.

Assim, por fim, se conclui que estas referéncias de precos NAO SERVEM para
a formulagdo WG de produto ,BTI CEPA AM 6552, AVALIADA E APROVADA PELA
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, eis que este apresenta valores diferenciados entre
as diversas formulagdes comercializadas, o que pode ser visto no comparativo destas
pesquisas referidas como, por exemplo a referida na mesma pesquisa realizada referente
a licitacdo 45/24 desse mesmo Municipio de Imbé, onde vemos o valor unitario
homologado de R$ 530,00.
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Desta maneira é que a pesquisa de precos deve ser refeita com o
estabelecimento do valor médio real de mercado para o produto efetivamente
requerido no subitem 1.1, item 4 do TR, qual seja o LARVICIDA BACILLUS
THURINGIENSIS, SOROTIPO ISRAELENSES CEPA AVALIADA E APROVADA
PELA ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE EM GRANULOS DISPERSIVEIS EM
AGUA (COMBATE AO AEDES AEGYPTI), PARA APLICACAO EM LOCAIS COM AGUA
PARA CONSUMO CAIXAS, CALHAS, FERRO VELHO, DEPOSITOS E TAMBEM EM LOCAIS
DE DIFICIL ACESSO COM ATOMIZADOR APRESENTA(;AO EM POTES DE 1/2KG,
COM REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE.

IV. DO PEDIDO
Ante o0 exposto, se REQUER:

a) O recebimento da presente Impugnacao, sua autuacao e seu julgamento
na forma da lei com a emissdo de Pareceres Técnicos e Juridicos para tanto e o efeito
hierarquico requerido de julgamento fundamentado pela Autoridade superior; e

b) A ANULACAO do certame para a REPUBLICACAO do Edital em epigrafe
com a retificacao do valor médio de mercado previsto na Tabela Consolidada
— Levantamento de Orcamento no item 4 constante no Edital para o produto e a
formulacao efetivamente requeridos no subitem 1.1, item 4 do TR, qual seja o LARVICIDA
BACILLUS THURINGIENSIS, SOROTIPO ISRAELENSES CEPA AVALIADA E
APROVADA PELA ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE EM GRANULOS
DISPERSIVEIS EM AGUA (COMBATE AO AEDES AEGYPTI), PARA APLICACAO EM
LOCAIS COM AGUA PARA CONSUMO CAIXAS, CALHAS, FERRO VELHO, DEPOSITOS E
TAMBEM EM LOCAIS DE DIFICIL ACESSO COM ATOMIZADOR APRESENTA(;AO EM
POTES DE 1/2KG, COM REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE.

Nestes termos,
Pede deferimento.

Porto Alegre, 06 de maio de 2025.

PES COMERCIO Assinado de forma digital por PES
COMERCIO IMPORTACAO E

IMPORTACAO E EXPORTACAO

EXPORTACAO LTDA:68833227000151

LTDA:68833227000151 Dados: 2025.05.07 10:49:42 -03'00'

Felipe Antonio Pes,
CPF 183.878.610-49,
Socio-administrador.

Com Assessoria Juridica, nos termos do §2°-A, do art. 29, da Lei Federal 8.906/94, de:
\

Armenio de Oliveira dos Santos,
Mestre em Direito e Advogado.
OAB/RS 48.458



DECIMA-PRIMEIRA ALTERACAO E CONSOLIDACAO CONTRATUAL DE PES -

Doc. 01

COMERCIO IMPORTACAO E EXPORTACAO LTDA - EPP

Pelo presente instrumento particular, FELIPE ANTONIO PES brasaieuro, cafsado com separaq.m_-_
obrigatoria de bens, comerciante, Carteira de Identidade sob n.” 5011373461 — SSP-RS, CPF sob n.

183.878.610-49, residente ¢ domiciliado a Rua Mariantc n.° 784 Apto. 20‘4,.P0rt0 A.lesr.o - RS, Rio
Branco, CEP 90.430-180: e THIAGO SIMON PES, brasileiro, solteiro, médico veterinario L.RMVJ’R‘S
sob n.°12329, CPF sob n.” 012.230.840-94, residente e domiciliado Rua Mariante n.” 784 _ap‘to 204, Rlo
Branco, CEP 90.430-180, representado por VERA PATRICIA MACHADO LEITE, brasileira, solteira.
contadora, data de nascimento 16/08/1959, documento de identidade n® 7003751414, SIS/RS, CPF :‘mb.n.‘“
291.948.650-00, residente e domiciliado em Porto Alegre - RS, Avenida Tercsépoli’s._ 2l20,‘ Balnc-
Teresépolis, CEP 90.870-000; na qualidade de unicos socios da sociedade de responsabilidade limitada,
sob a denominagido social de PES - COMERCIO IMPORTACAO E EXPORTACAO LTDA - EPP
com sede a rua Mariante n.° 794—Fundos. Porto Alegre, RS, inscrita no CNPJ sob. N°.68.833.227/000] -
51, constituida conforme instrumento arquivado na MM. Junta Comercial do estado sob. N°
43.202.556.668 em sessdo do dia 11.03.93 e alteragdes sob os n°s 94/1365907, 95/1393670, 95/1426376.
97/1602240, 02/2121908, 2229112, 03/2594038, 3262442, 3812501 ¢ 3907696 de 28.12.94, 27.03.95,
26.07.95, 29.04.97, 04.03.02, 13.03.03, 15.12.03, 09.02.10, 27.06.13 E 05.02.14 e resolvem de comum
acordo e na melhor forma de direito o que segue:

DA RETIRADA E INGRESSO DE NOVO SOCIO

1 — Retira-se da sociedade o socio THIAGO SIMON PES, que € detentor de 2.500 quotas no valor de
R§ 2.500,00 (Dois mil e quinhentos reais) que as possui livre e desembaracadas de qualquer 6nus. vende
e transfere neste ato a ISABEL CRISTINA GIEHL, brasileira, biéloga, solteira, nascida em 29.09.1985
natural de Porto Alegre — RS, inscrita no CPF sob o n®° 006.480.650-22, CI 1079425466 SIS-RS,
residente e domiciliada em S&o Leopoldo a Rua SZo Paule 927/ 102, Centro, CEP 93.010-170,
representada por VERA PATRICIA MACHADO LEITE, brasileira, solteira, contadora, data de
nascimento 16/08/1959, documento de identidade n°® 7003751414, SIS/RS, CPF sab n.® 291.948 650-00,
residente e domiciliado em Porto Alegre - RS, Avenida Teresopolis. 2120, Bairro Teresépolis, CEP
90.870-000: dando pela presente, plena, geral, rasa ¢ irrevogavel quitagdo, nada mais tendo a reclamar
presente ou futuramente. .
2 — Em virtude de ingresso da nova sécia e da cessio e transferéncia de quotas conforme item precedente
0 capital social no valor de R$ 25.000.00 (vinte e cinco mil reais) divido em 25.000 quotas no valor
nominal de R$ 1,00 (um real) cada uma totalmente integralizado em moeda corrente do Pais permanece
inalterado assim distribuidas:

a) FELIPE ANTONIO PES, com 22.500 quotas no valor de ................R$ 22.500,00
b) ISABEL CRISTINA GIEHL com 2.500 quotas no valor de ............ RS 2.500,00

Paragrafo Primeiro - A responsabilidade de cada um dos sécios ¢ restrita ao valor de suas quotas, mas
todos respondem solidariamente pela integralizagdo do capital social.

3 - A sociedade limitada tem por objeto; - O Comércio varejista, atacadista, importagies e exportagdes de
produtos agropecuérios, sementes, adubos, defensivos agricolas, produtos de uso veterindrios, produtos
agricolas, domissanitarios. saneantes (satide ambiental), distribuicio de saneantes, implementagio e
miéquinas agricolas e equipamentos,

4 — O nome fantasia serd “P&G PRODUTOS DOMISSANITARIOS”

S - A administragdo da sociedade e a responsabilidade técnica perante as reparticbes e orgdos
fiscalizadores cabera ao sécio FELIPE ANTONIO PES. com poderes e atribui¢des de administrar os
negocios sociais, representando ativo e passivamente a sociedade, para qual usard a firma, vedada, no
entanto, o uso da denominagéio social em atividades estranhas ao interesse social ou assumir obrigaces
seja em favor de qualquer dos quotistas ou de terceiros, bem como onerar ou alienar bens iméveis da
sociedade, sem autorizacio do outro sécio.

A vista das modificagdes ora ajustada consclida-se o contrato social, com a seguinte redagdo.
.

Junta Comercial, Industrial e Servigos do Rio Grande do Sul
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CONSGLIDACAO DO CONTRATOQ SOCIAL
I- DA DENOMINACAO, SEDE, FORO, ORJETO, DURACAO E NATUREZA JURIDICA

i - iedade gi b a denominagdo social PES - COMERCIO IMPORTACAO E
g;?;glll?ri(;;()socf%ﬂﬁ; glia SCIIT,P;" cg terd como nome fantasia “P&G PRODUTOS

DOMISSANITARIOS™

Cliusula IT — A sociedade tem sua sede e foro em Porto Alegre - RS, a Rua Ma‘riapte n_° ’794 Fundost, Ru
Branco, CEP 90.430-180, podendo. por deliberagdo dos socios instalar ou suprimir filiais e/ou escritorio
em qualquer parte do territério nacional.

Clausula ITI — A sociedade limitada tem por objeto:

O Comércio varejista, atacadista, importagdes e exportagdes de pr?dutos agrqpcct{éri?s, sementes,
adubos, defensivos agricolas. produtos de uso veterinarios, produtos agricolas, dom:ssar_}ltﬁrlos. saneantes
(saide ambiental), distribui¢do de saneantes, implementag@o e maquinas agricolas e equipamentos.

Cliusula IV - A sociedade iniciou suas atividades no dia 11 de margo de 1993 ¢ seu prazo ¢
indeterminado.

11 - DO CAPITAL SOCIAL, DA CESSAO E TRANSFERENCIAS DAS QUOTAS

Cldusula V - O Capital Social ¢ de R$ 25.000,00 (vinte e cinco mil reais), divididos em 25.000 (vintr._ ¢
cinco mil) quotas de RS 1,00 (um real) cada uma, subscritas e integralizadas em moeda corrente do Pais,
assim distribuidas:

c) FELIPE ANTONIO PES, com 22.500 quotas no valor de ................R$ 22.500.00
d) ISABEL CRISTINA GIEHL com 2.500 quotas no valor de ........... .RS 2.500,00

Paragrafo Primeiro - A responsabilidade de cada um dos sécios € restrita ao valor de suas quotas, mas
todos respondem solidariamente pela integralizagdo do capital social.

Parigrafo Segundo — Em caso de aumento de capital os socios lerdo o direito de preferéncia para
subscricdo e integralizag@o da proporgio de suas quotas.

Pardgrafo Terceiro — O sécio que, notificado deixar de exercer o direito de preferéncia até a data
cstabelecida para a subscrigdo, presumir-se-a que tenha renunciado ao seu direito,

Parigrafo Quarto — As quotas sio indivisiveis e nio poderdo ser cedidas ou transferidas a terceiros sem
0 consentimento do outro sécio, a quem fica assegurado, em igualdade de condigdes e prego, os direitos
de preferéncia para a sua aquisigéo se postam a venda, cuja formalizagdo da cessdo proceder-se-a através
da competente alteragio contratual.

Pardgrafo Quinto: O sécio que pretender alicnar suas quotas de capital, deverd notificar aos demais
socios ¢ a sociedade, com antccedéncia minima de 30 (trinta) dias, destacando as condigdes da
negociacdo, para que o eventual pretendente exerga o seu direito de preferéncia nos termos da lei e deste
contrato.

Parigrafo Sexto: O socio dissidente das deliberagdes sociais, nos termos da lei ¢ deste contrato,
assegurar-se-a o direito de retirada, tendo sua quota de capital e demais haveres reembolsados nos termos
e moldes das cldusulas XIV ¢ XVI.

11 - DA ADMINISTRACAO

Cldusula VI — A administracio da sociedade e a responsabilidade técnica perante as repartigses & orgiios
fiscalizadores caberd ao sécio FELIPE ANTONIO PES, com poderes e atribuices de administrar os
negécios sociais, representando ativo e passivamente a sociedade, para qual usard a firma, vedada, no
entanto, o uso da denominag#o social em atividades estranhas ao interesse social ou assumir obrigagoes
seja em favor de qualquer dos quotistas ou de terceiros, bem como onerar ou alienar bens imoveis da
sociedade, sem autorizacfio do outro sécio.

Certifico registro sob o n® 4887025 em 20/03/2019 da Empresa PES - COMERCIO IMPORTACAO E EXPORTACAQ LTDA - EP
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Cliusula VII — A socicdade, por dcliberagdo de todos os sécios, poderd ser administrada por
administrador ndo socio, nos termos do artigo 1061 da Lei 10.406/2002.

Clausula VIII — Aos socios, indistintamente, é vedada a aposigao da ﬁrr_ng em avais, endossos,‘ﬁanqas ou
quaisquer outros favores quando alheios aos inleresses e objctivus' sociais, bem como a pratica de atos
abusivos que redundem em prejuizo da sociedade ¢ dos demais socios, sob pena de responder o
contraventor, diretamente, pelos danos e/ou prejuizos emergentes de seus atos.

Clausula IX — A titulo de “Pré-Labore”, os sécios que prestem efetivo servigo a sociedade, pe_rceben’io a
remuneragio que for acordada e fixada, de comum acordo, entre eles, cujo “quantum” sera escriturado em

conta especifica.
IV - DO BALANCO E DESTINACAO DOS RESULTADOS

Clausula X — Ao término de cada exercicio social, em 31 de dezembro, o administrador prcstari'.t contas
justificadas de sua administragdo, procedendo a elaboragdo do inventdrio, do balango patrimonial ¢ do
balanco de resultado econémico, cabendo aos sécios, na propor¢io de suas quotas, os lucros ou perdas
apuradas.

Paragrafo dnico — Os socios poderiio estabelecer a distribuigdo antecipada de lucros sejam eles mensal,
bimensal ou trimestral desde que demonstrados.

Cldusula XTI — Nos quatro meses seguintes ao término do exercicio social, 0s socios deliberardo sobre as
contas e designardo outro administrador quando for o caso.

V — DAS DELIBERACOES

Cliausula XII - As deliberagbes dos socios serdo tomadas em reuniio observadas as seguintes
formalidades:

a) As reunides serdo convocadas, pelos adminisiradores ou pelos sécios em igualdade de
condigdes;

b) Os sdcios deverdo ser convocados pessoalmente, por escrito, mediante recibo com antecedéncia
de 05 (Cinco) dias em primeira convocagdo € de 03 (Trés) dias em segunda convocagio;

¢) A primeira via do documento ficara na posse do sécio e a segunda via devidamente assinada,
serd arquivada na sede da sociedade;

d) A convocagdo deveri conter hora, dia. més, ano e ordem do dia. Salvo motivo de forga maior as
reunides ocorrerdo sempre na sede da sociedade;

e) Independentemente das formalidades previstas neste artigo sera considerado regular a reunido a
que comparecerem todos os sécios, ou se declarem. por escrito, ciente do local, data, hora ¢
ordem do dia;

f) Dos trabalhos e deliberagdes serid lavrada a Ata em forma sumdria, que serd assinada pelos
presentes, as quais deliberardio conforme a matéria tratada se serd ou nio levada o registro na
Junta Comercial;

g) Em caso de dissidéncia ou recusa em perceber a convocagiio a miesma serd feita por notificagao
extrajudicial.

VI- DA RETIRADA OU EXCLUSAO DE SOCIO

Clédusula XIII - Falecendo ou interditado qualquer sécio, a sociedade continuari suas atividades com os
herdeiros, sucessores e o incapaz os quais deverdio no entanto, nomear de comum acordo um
representante perante a sociedade.

Clausula XTV — A apuragdo do sécio retirante, excluido, interdito ou falecido serdo levantados com base
em balango cspecialmente levantado no dltimo dia do més ao evento, cuja formalizagdo nio podera
ultrapassar o prazo dc 60 (sessenta) dias, salvo se decorridos ou faltarem apenas 90 (noventa) dias do
balango anual, ocasiio em que este servira de base, compreendendo participagdes no capital, nos fundos
de reservas, nos lucros, créditos em conta corrente. “

Cl:il!sula XV — Encerrado o balango especial, poderdo os herdeiros, ou ainda o sécio retirante, se
desejarem até o vencimento da primeira prestagdo de que trata a clausula seguinte, efetuarem retiradas

mensais, por conta do pagamento de seus haveres, cujo montante nio excedera ao Pré-Labore que
percebia o sécio quando do efetivo exercicio.
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Cliéusula XVI — Os haveres do socio falecido, interdito ou retirante, serdo calculados em funcgdo da
proporcionalidade de suas quotas de capital efetivamente integralizada. com o ativo liquido apurado na
forma da Cléausula XTIV, sendo feito o pagamento em até 10 (dez) parcelas mensais e consecutivas,
vencendo-se a primeira 120 (cento e vinte) dias do evento. Os haveres do socio, neste caso, serdo
corrigidos de acordo com as variacdes e corregdes praticadas atualmente no mercado.

Cliusula XVII — Ressalvando o disposto no art. 1030 da Lei 10406/2002, quando a maioria dos sdcios.
representativa de mais da metade do capital, entender que o sécio estd pondo em risco a continuidade da
empresa, em virtude de atos de inegavel gravidade. podera exclui-los da sociedade, mediante alteragio do
contrato social, desde que prevista neste a exclusdo por justa causa. .

Parigrafo tinico — Serd aplicado supletivamente as regras da S.A
VII - DA LIQUIDACAO DA SOCIEDADE

Cldusula XVIII — Ocorrera a dissolugdo da sociedade nas hipdteses previstas nos arts. 1033 ¢ 1087 da
Lei 10406/2002 ou quando assim deliberarem os socios, procedendo-se, nesta ocasido, a sua liquidagéo e
uma vez saldado todo o passivo, o ativo restante sera partilhado entre os quotistas na proporgio de suas
cotas de capital social integralizadas.

VIII - DAS DISPOSICOES GERAIS

Clausula XTX - O administrador declara, sob as penas da lei, de que nido esta impedido de exercer a
administragdo da sociedade, por lei especial, ou em virtude de condenagido criminal, ou por se encontra:
sob os efeitos dela, a pena que vede, ainda que temporariamente, o acesso a cargos publicos; ou por crime
falimentar, de prevaricagiio, peita ou suborno, concussio, peculato, ou contra a economia popular, contra
o sistema financeiro nacional, contra normas de defesa da concorréncia, contra as relagdes de consumo, f¢
publica, ou a propriedade, enquanto perdurarem os efeitos da condenagdo.

Cldausula XX — Fica eleito o Foro de Porto Alegre para 0 exercicio e 0 cumprimento dos direitos ¢
obrigagdes resultantes deste contrato.

E assim por estarem justos e contratados, obrigam-se fielmente a cumprirem seus termos, assinando #

presente Alteragdo e Consolidacio Contratual em 01 (uma) via de igual teor e forma, na presenga de
testemunhas para que produza todos os efeitos juridicos.

Porto Alegre, 01 dg fevereiro de 2019,

FELIPE ANTONIO PES THIAGO SIMON PES
(Representado por Vera Patricia Machado Leite)

ISABEL CRISTINA GIEHL
(Representada por Vera Patricia Machado Leite)

EFPP, Nire
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. 1atos @ camundongos. R3 127,88 31/3/25 13:45 TDP DISTRIEUIDOR DE PRODUTOS H X =R 24% 201 27 % 2G5, de% 20 062G %20 a08%208%20¢ 1gos.

Raticida Maki Mini Bloco 1Kg R$ 86,99 34425 1352 MINAS RURAL hitps.iavwwminasiural.com bripesquisald7 1907page=1
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PREFEITURA MUNICIPAL DE IMBE ' be
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Pesguisa de Pregos — Setor de Compras

ITEM SOL[CIT ADO Bromadiclons {,0056% para controle de ratos, em pellets parafinados embalado em pacotesisachés Individualizados de no minimo 25g e entregue ém embalagem
“loriginal de 1kg. Produto deve possui Registro no Minlstérlo da Sadde.

UNIDADE DE MEDIDA/KG
‘QUANTIDADE[700
MEDIANA] - R$  3274| ‘DATA] - - 1/4/2025- - | MEMPEDIDO | 2
donari s sz s Al
PESQUISA DE PREQOS BASEADA EM COMPRAS SEMELHANTES DE OUTROS ORGAOS PUBLICOS Art. 23, § 1" Inclso II Lel n" 14 133!2021
“VAIGRUNANO | HOMOLOGARD. ' ' ' | oraamicns | MODAUDADE
: GADO : ’ DATA DA - o i DATAINICIAL ODALDADE .
rrms SEMELHANTES " HOMOLOGADG . _mmG,D?o:lm a6 | ymmns DE M_EDI_DA : :oms nz pzsqmsa UEITAGAO ORGﬂo compannoa:. " [NRUCTACAO] gipumranasy |  LiciacRD
L - L D Perlodo : L ) ] ; ) . -
RATICIDA A BASE DE BROMADIOLONE EW BLOCO PARAFINADO - RS 31,80 [R$ 2,74 Quilograrma LicitaCon 2A1012024 PM DE SAPIRANGA eo12024 | - 1024 - |Pregéo Elednico
ATICIDA DRANLLADO 26 G - Ralomax Pelsts f Brazi Qulimica - RY) 75,60 |R$ 7,41 Quilograria LictaGon 20/41/2024 FM DE ENCANTADO 2112024 | 11:24" . |Pregiio Elstrdnico
RQT'CID»"\SED-H BLOGO PARAFINADD, INDICADD PARA AREAS R
[EXTERNAS COM  ALTQ TEOR DE UMIDADE E CALOR. T - Procasso de
SOMPOSICAO: BROMADIOLONE 0,005% (PIF), (BLOCOS DE 20g} - RS 49,80 [R$ 50,45 Qullograma PNCP 147212025 Pi DE ARUJAISP 10£2025 02-_:25 e Dispensa
[CAIXA COM 12KG — 1§ 597,60 1 12kG -
PESQUISA DE PRECOS BASEADA EM SITES DE AMPLO DOMINIO - Art. 23, § 1¢, inciso Il Lei n® 14,133/2021
ITENS SEMELHANTES ' VALOR UNITARIO A st A NOMELOJA ENDiRﬁCO DA PESQUISA
htlps: IMww amazon.com.briRaticida-Granu-Kelimat- SO—ZSQ—Umdades-‘dp!Bl]QBPNﬁQ?Si
o ref=ase_d_BO9EPNEQ7 S?mcid=di487857484d3s{dbead2e25a3b1 Y84 c&lag=googleshoppl0-
Ralicida Granu Xelimal Se 257 40 Unidades R$ 41,25 3143425 11:38 AMAZON - ON LEVE 20&Ikaude=dﬂ]&hvadld=?DQQﬁ&341028&hvpos=&h\rnem=g&hwand=1E4236544944633?5310&hvp
one=&hvptwo=&hvgmi=&hvitev=c&hvdvemadi=8hviocinl=&hvlocphy=92209 158 hviargld=pla.
22818006375488pac=1&language=pl_BR&gad_sources4
hitps:thrww, com b armadilhasikelk telda dsca-granulade-ralo-a.camundongo-
Hallmat Raticida lsca Granulade Ralo e Camundongo 40 Pacoles de 25g Kelldin R§ 23,90 I113425 13.55 DASAMAX 40-pacoles-de-25g-kelldrin?
srsllid=AIMBOoqWD4cdS6xWIF Z0Xh Y gg WXS3DNFyWISVy G S Tdynsy QUEIMPEq Hs
hitlps:ifwwew Btarferamentas. com. briagrepecuariafdefensivos-agricolasiratic/da-kelimal-sabor-quello-
{kelimat Raticida Granulado Sabor Queijo Mata Rate E Camundengo 1kg Kelldrn R$ 31,90 173425 1358 STAR FERRAMENTAS 1kg-40x 255 kel ?parceiro=6030&srsitid=AMmBOorZqX T KrylvIGZSLaQCHGK Q3 1 sk Pdnez-
PJz7 qorqLB|HITioxk| 16
: . . hilps: i hazisipel.com. briprodulosiraticida-granutade-kellmat-1kg-kelidrin Psrsilid=AImBCorZL -
Raticida Granulado Kellmal 1kg Kelldrin R$ 32,50 J14325 14.08 HAZIEL PET PBG_DIGBrZPByACKGMBZTROSUZMIMBUABY OWOBZXXSitVyw

[eAgsusdsay
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PREFEITURA MUNICIPAL DE IMBE l
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Pesquisa de Pregos — Setor de Compras

ITEM  SOLICITADO:

Inseticlda piretrdide com Ingredientes ativos, com concentracdo de Alfa-cipermetrina 3% miv + Flufenoxuron 3% miv, para combater as seguintes pragas: aranhas

marrom, baratas, barbeiros, carrapatos, cascudinhos, escorpides, formigas, moscas, mosquitos, percevejos, pulgas e tragas. Produto deve possuir Registro no
Minlstério da Sahde. Apresentagao liquida em embalagem de 1 Litro.
UNIDAD_E'_DE M_EDIDA UNIDADE
_ QUANTIDADE!500
"_:Midé{!.arlfnha e Remover linha : Att.la_l'i.zm{fnhmlu_
L . MEDIANA] R$ = 23057 DATA| . 1472025 - | ITEM PEDIDO 3 |

ITENS SEMELH#NTES

VALOR unm&mo
HUMOLOGADD

PESQUISA DE PREQOS BASEADA EM COMPRAS SEMELHANTES DE QUTROS ORGAOS PUBLICOS - Art. 23, § 1°, inciso Il, Lef n® 14.133/2021

VALOR UNITARID
" HOMOLOGADO

CORRIGIDO = IPCA do

Peslode

UNIDABDE DE MEDIDA

FONTE DE PESQUISA

DATA DA i ” L DATA ENICIAL MODﬁnaDﬁéE
UGITACAD ORGAO COMPRADOR Ne LIE!TA;AO fo/mjanas) | - LCTACAD -

Inselicida Fiquido , Ingredianle ativo ﬁlala-ciperrﬁelrina 3%+
Mufenoxuron 3% $C. Embalagem de 1 Kro.

RE

263,33

RE

2584 FRASCO

PNCP

21iti202a | 1-FUNDOMUNICIPAL SAUDE | ypeinnng | 1524 [Pregao Elstronico

TATIAIUGUMG

INGETICIDA SUSPENSAQ CONCENTRADA ALFACIOPERMETRINA|
200 SC GLASSE PIRETROIDE. COMPOSICAD S A CIAND 3
FRASCO 1 LT 446350

R$

222,98

R$

226,26 FRASCO

PNCP

30/1/2025 PM DE MONTES CLAROSIMG 195/2024 . .01-25 Pregio Elstronico

Inselicida - aifs cipermelning e iron - | - Embal

do 1.000 ml cads. - insstlcida associacho de 30 gl de alfa
clpermelrina, um Inseticlda plrelrdide de ample espaclro de agdo
répide. com 30 giL de flufenoxurcn, um avangado inseticlda regulador
de& crescimento. - Grupo quimico; piretrdide e henzollurdia. - Nome
comum: alfa clpermetrina & fufengxuron; - Ingradients ativo: alfa
cipemelring 3% e flufenoxuron 3% (M), - As empresas fomecedoras
|deverdo se responsabilzar pelo recolhimento das balagens e
destinacho correfa das mesmas  apresentando Gerlificado  de|
destinagdo final, manifeslo de transporte de residucs, e nola fiscal
deverd apresenlar a AFE.Culros ingredienles: gqsp 44% [mivy. - O
produlo deve possuir Regisire no Ministéro da Salde. - Os produlos
devam ter dala de fabricayéo recents, ¢ validade de no minimo doze|
{meses, na dala de enlrega do produts. - Os produles dever3o ser
entreques acompanhados da Fiche de Informagdo de Seguranga de
Produto Quimico (FISPQ}. - As emplesas fome:eduras devero se
resp pelo das emb & destinagio corretal
das mesmas apresenlandy: Cerliflcady de deslinagio final, manliastol
de Iransporle de reslduos, & nola Ascal deverd apresentar a AFE.

RE

185,00

R§

124,06 LITRO

LickaCon

304442024 PM DE ERECHIM 2024 | 0424 Pregao Elelidnico

[PAESUOUS Y
i3

IALFACIPERMETRINA, COMPOSIGAC-ASBOCIADA AQ
FLUFENOXURCM,  CONGCENTRAGAG:3%  + 3% PNV,
IAPRESENTAGAO:SUSPENSAQ CONCENTRADA
IALFAGIPERMETRINA, COMPOSIGAO:ASSOCIADA A0
FLUFENOXUROM,  CONGENTRAGAQ:3%  + 3%  PA,
IAPRESENTAGAQ:3USP

221,67

230,57

LITRC

LicilaCon

ol

&/
e

8\ ‘_.-v'.‘:'q

25/6f2024 PM DE RIO GRANDE 562024 0524 -

INSETICIDA ALFACIPERMETRINA 3%+FLUFENOXURON 3% - LITRC

R¥

195,00

R$

200,79

LITRG

LicilaCon

21072024 PM DE SAPIRANGA 6812024 1024 Pregdo Elelrdnico

PESQUISA DE PRECOS BASEADA EM SITES DE AMPLO DOMIN(O - Art. 23,512, indl

sa I, Lel n? 14,133/2021

1TENS SEMELHANTES

VALOR UMITARID

DATAE HORA DA
PESQUISA . -

NOMELOMA

ENDERECO DJ\ PESQUISA -

Inselicida Tenopa SC Bast 1 Litro

| RS

308,42

31426 14:36

AGRICAMPO

hllps: ferwew. agricampa.com. bl nsetlclda-tenopa-sc-basf 1-lltro?
srallid=AfmBCooEyqbk RIMKDGIVgR Iuub PLAKzr TwSUCoGlsLIIZPWE BEMY Wi

Tenopa 1L Confrole de Barbelre Pulga Trags Mosquilo Mosca Percevej: Aracha

33

296,90

3125 1441

AGRO SENS

RIps: i sensagropet. com. brilenopa- ii-conlrole-de-baralas-formigas-& -mosquitos?
srEild=AIMBOoo2NOWHIY __ kyuMKKPESUIZ6VEnHOzkjuRASGYszepyEYUX2Ze
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ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

PREFEITURA MUNICIPAL DE IMBE lﬁbé Pesquisa de Pregos - Setor de Compras
SECRETARIA MUNICIPAL DE ABMINISTRAGAO i e v

-larvigida: bacillus thurlngiensls, sorotipo [sraclenses, cepa avail da e aprovada pela Organlzagio Mundial de sabde, em alanulos dispersivels em dgua, {combate ao

3 iTEM SOLIéiTADO_: aedes aeqyptil, para aplicagio em locais com agua para consumo, caixas, calhas, ferre velho, depdsitos e também em locals de dificH acesso com atomizador,
S .. . |apresentagdo em potes de 1i2kg, com Reglstro no Ministério da Sadde.
- _ UNIDADE DE MEDIDAJPOTE
' .- - QUANTIDADE]520
Adiconat koha £ Remaverlpha_- Arugli preco Atdalt..
[ .- MEDIANAT o R$ 32067 _DATA| - 142025 | WEMPEDIDO | 4

PESQUISA DE PREGOS BASEADA EM COMPRAS SEMELHANTES DE OUTROS ORGAOS PUBLICOS - Art. 23, § 19, Inciso II, Lel n° 14.133/2021 R

. _ ™ " VALORUNHTARIO : _ o o — - _ oDALIDAD
: ; | vAwrunTARiG | womologabo . . - | SRR : DATA DA Coang - . - éz}mmlcm ODALIDADE

- TENS SEMELHANTES o HOMOLOGADO | CORRIGIDD~JPCAdo | UNIPADEDEMEDIDA | - FONTE DE PESQUISA . UCIACAD .. ORGAO COMPRADOR e LICITACED |g) naianasy LCITAGAG

. _ _ _ . HOMX o G090 - pcad o _ o _ ) Vi nE AC
Larvicida Biolégico B.T.I. {Bacillus Thuingiensis) R$ 183,00 |R$ 189,27 LATA LicitaCon 1012024 PM DE COXILHA 3402024 |- 0924 - ng:;:ﬁ‘;;’e

larvicida: bacillus Whuringiensis, sorolipo israelenses, copa avallada 8|
aprovada pela Organizacie Mundial de  sadde, em granuios| L
dispersiveis em dgua, (combale ao asdes aegypli), para aplicagéo em . - L
locals eom dgua para cansumo, caixas, calas, Tarre vatho, depésilos R$ 530,00 |R$ 553,81 UNIDADE LicitaCon 15/5/2024 PM DE IMBE 452024 .0524 Pregéc Elelrénica
tlambém em focals de dificil acesso com atomizador., apresantagdc am)|
poles de 1/2kg, com Reglatro no Ministério da Saids,

Larvicida Biolgico 8.T.1. {Baclllus Thudngiensis varledade israslensis)] -

Formulagio do lipo SuspensSo Agquosa concenlrada, contendo nof R$ 188,00 |R$ 194,94 LATA LicltaCon 194812024 PM DE RODEIO BONMITO 242024 08-24 . |Preg3c Elelrdnico
minimto 1,2% da Bacillus Thuringiensis variedade tsraslensis, 1,2 .

LARVICIDA  BIOLOGICO ~ @TI, 3.000UTi, EM GRANULOS|

DISPERSIVEIS EM AGUA, GEPA AVALIADA E_APROVADA PELA RS 520,00 |R$ 640,67 POTE LicitaCon 47812024 PM DE HORIZONTINA / soi024 |/ o062 Procassa de

OMS, PARA USO INCLUSIVE EM AGUA POTAVEL, NO CONTROLE Dispsnisg
DE LARVAS DE MOSQUITOS - POTE 500G.

LARVICIDA BIGLGGICO BTI, FM GRANULOS DISPERBIVEIS EM - Processs de
s SRAT R$ 420,00 [R3 44054 POTE LicitaCon 81412024 PMOEAIRICABA | 2024 | oaa o
LARVIGIDA _BIOLGGICO _ BT) {BACHUS _ THURINGIENSES
ISRAELENSIS) CEPA AM 65-52, GRANULOS OISPERSIVEIS EM
AGUA, POTENCIA OE 3.000 UTI (UNIDADES TOXICOLOGICAS y | Processode
INTERNACIONAISMG, EMBALAGEM S00GR CEPA AVALIADA E R$ 194,20 |R$ 200,81 FRASCO LicitaCon TI8f2024 Pt DE BOM PRINCIFIO 138312024 03-24 - Dispensa

APROVADA NA ORGANIZAGAQ MUNDIAL DA SAUDE {OBS) PARA
UB0 INCLUSIVE EM AGUA POTAVEL.




ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

PREFEITURA MUNICIPAL DE IMBE
SECRETARIA MUNICIPAL DE ADMINISTRAGAOQ

<
Imbe
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Pesguisa de Pregos - Setor de Compras

o .. [larvicida: bacillus thuringiensis, sorotipo Israelenses,
ITEM SOLICITADO Jaedes aegypti),

cepa avaliada e aprovada pela Organizagio Mundial de saide, em gldnulos de sabugo de milivo, (combate ao

para aplicagdo em locals de diffcil acesse, agua com vegetagdo ¢ fossa, apresentagao em sacos entre 18kg a 20kg, com Registro no Ministério da

L e Saide,
___UNIDADE DE MEDIDA[sAcO
. QUANTIDADE}30

:_Mldarwlinha' _E;'--_'.Rémme{lli-éaa_ : Atuzliza prege Atializ i

| _ MEDIANA{ © - R$ 192862] _DATA 1/4/2025 | ITEMPEDIDO | &
PESQUISA DE PREGOS BASEADA EM COMPRAS SEMELHANTES DE OUTROS ORGAOS PUBLICOS - Art. 23, § 1°, inclso Il, Lel n° 14,133/2021 _

- . : : : A .- VALOR UNITARIO R .. . o BT . : S .
. L : VALOR UNITAO HOMOLOGADQ . \ ) DATADA . |- . DATAINICIAL ] MODALIDADE
ITENS S_EMELHnNT_Es P HOMOLOGADD, = | CORRIGIDO—IPCA do UNIDADE DE MEDIDA FDNTE BE PESQUISA uciagko i L‘rRGi._O COMPRADOR [NeLICITACAD 914N ARAA) LICITACAO
: - ] e h . - . Periodo L : ) ) ) - :

!:?R\ficrpp\qm“aéglfg(iﬁg BTt  Bacllus  thuringlensls,  var, R 1.814.00 |R$ {886,682 SACO LicilaCon 115812024 PM DE ALECRIM 1042024 . 06824 Pregéo Eletronlce
LARVICIDA BIOLOGICO - B.T.| INGREDIENTES ATIVD, BACILLUS '

THURINGIEMSIS VAR,  ISRAELENSIS CEPA  AME6.52, .

FORMULAGAD: GRANULOS DE  SABUGO OE  MILHO- .

[CONCENTRACAC 200 um (UNIDADES  TOXICAS| R$ 1.954,60 |R$ 20288 SACO LicitaCon 171712024 PM DE CHARRUA 1412024 -07-24  |Pregio Elelranica
INTERNACIONAISY MG. CEPA AVALIADA E APROVADA PELC OMS| T

ORGANIZAGAQ MUNDIAL DA SAUDE) PARA USC EM AGUAS,

MBALAGEM DE APROXIMADAMENTE 10 KG
larvicida: batllius thuringlensis, sorolipo israelenses, cepa avaliada e

provada pela Organizagio Mundial de saiide, em glanulos de sabugol .
de milhc, {combale av 2odes asgypt), para aplicacic em locais de| RE 1.814,00 |R$ 18955 SACC LicitaCon 15/6/2024 PM DE IMBE 4512024 {06-24" Pragéo Elelrdnico
difich acs920, dgua com vegstacio e fossa, ap lagio em $acos o
enire 18kg a 20kg, com Regisiro no Minlstéric da Sadde.
LARVICIDA  BIOLOGICO BTL Ingredients Alive (Baclllus] .
[Thuringiensis variedade |sraclensis), CEPA AM 65-52. ommulagao: : :
Granulos de sabuge milho &, Concantragao 200 UTI (Unldadss Toxicas| R$ 1.890.00 |R$ 1981,75 UNIDADE LisitaCCon 22024 PM DE NOVA ALVORADA, 22024 07-24 - |Pregfo Elelrénico
Inlernacionaisiimg EPA avalisda ¢ aprovada pala GMS (Organizacisl
Mundial da Sadde) para uso em dguas. mbalagem de 6.1 kg.

...__“_\%%,‘
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N Referéncia

Estado do Rio Grande do Sul

PREFEITURA MUNICIPAL DE COXILHA Doc. 03

TERMO DE REFERENCIA

1- OBJETO
1.1 A presente contratagdo tem como objeto aquisigdo de 200 (duzentos) litros de
Larvicida Biologico, BTI (BacillusThuringiensis Variedade [sraclensis), para uso no

combate ao simulideo (mosquito borrachudo) na zona rural do municipio de Coxilha/RS.

2. JUSTIFICATIVA

2.1- A aquisigdo do produto € para atendimento de demanda da Secretaria de Agricultura e
do Meio Ambiente, e justifica-se a aquisi¢do devido a grande infestagio do inseto nos meses
mais quentes do ano e também visto a dar continuidade do processo de combate/controle de
infestagdo que ocorre todos 0Os anos. Também buscamos evitar que nossos agricultores
tenham maiores prejuizos seja relacionados a satiide e bem estar e socioeconémicos, como a
diminui¢do da produgdo da bacia leiteira, produgdo de carne, satide e bem estar animal o que
afeta diretamente os animais, bem como traz prejuizos para aqueles empreendimentos que

vivem da exploragdo da atividade do turismo (balnearios/trilhas/etc.).

3. PRAZO DE ENTREGA E VIGENCIA DO CONTRATO
3.1- O prazo para a entrega do produto ¢ de 10 (dez) dias a contar do recebimento da nota
de empenho, conforme a necessidade da Secretaria de Agricultura e Meio Ambiente.

3.2- O contrato fica vigente por um prazo de 90 dias a contar da data da assinatura do mesmo.

4. VALOR ESTIMADO POR ITEM
4.1- Estima-se o valor UNITARIO sendo:
mem Descrigdo Qtde. | Un. RS

S

| A | Larvicida Biologico B.T.L (BacillusThuringiensis | 200 | Litros R$ 183,00
variedade Israclensis) Formulagdo do tipo
Suspensdo Aquosa Concentrada, contendo no
minimo 1,2% de BacillusThuringiensis  var.
Israelensis; 1.200 UTI/mg (Unidades Toxicas
Internacionais por miligrama). Sorotipo H-14,
CEPA avaliada e aprovada pela OMS (Organizagdo
Mundial da Satde) para uso em agua potavel. Com
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prazo de validade minima de 24 meses a partir
da data de fabricagdo e registro na Anvisa, para
controle do simulideo (borrachudo) contados da
data de entrega.

Embalagem: Caixa contendo 02 baldes de 10 litros.

Os produtos deverdo ser entregues acompanhados
da Ficha de Informagdo de Seguranga de Produto
Quimico (FISPQ). As empresas fornecedoras
deverdo se responsabilizar pelo recolhimento das
embalagens ¢ destinagdo correta das mesmas
apresentando certificado de destinagdo final,
manifesto de transporte de residuos, e nota fiscal

devera apresentar a AFE

4.2- O produto devera ser entregue em embalagem devidamente acondicionado em (baldes
plésticos), hermeticamente fechados, assegurando a completa seguranga durante o transporte
¢ armazenagem do produto.

4.3- O produto devera possuir certificagido de que sua aplicagdo em agua potével de consumo
humano e animal ndio apresente riscos, 0 mesmo nio podera apresentar sinais de violagdo ou
de utilizagdo.

4.4- Ser4 de responsabilidade da empresa vencedora, o recolhimento e destinag@o correta
das embalagens vazias.

4.5- Os produtos deverdo ser entregues acompanhados da Ficha de Informagdo de Seguranga
de Produto Quimico (FISPQ).

4.6- Os pedidos deverdo ser entregues num prazo de 10 (dez) dias apos a solicitagdo.

5. DAS OBRIGACOES DA CONTRATADA

5.1- As partes devem cumprir fielmente as clausulas avangadas neste contrato, respondendo
pelas consequéncias de sua inexecugdo total ou parcial.

52- A CONTRATADA, além das obrigagdes estabelecidas no Edital e Anexos deve:
5.2.1- Responsabilizar-se pelo fornecimento dos produtos dentro dos padrdes de qualidade,
seguranga, resisténcia, durabilidade e funcionalidade;
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5.2.2- Fornecer e dispor de todo e qualquer material necessario a consecugdo do objeto;
5.2.3- Responsabilizar-se pelo controle de qualidade dos produtos fornecidos;

5.2.4- Responsabilizar-se pelos produtos a serem empregados e todos os custos de sua
aquisigdo, transporte, armazenamento ¢ utilizacdo.

5.2.5- Manter, durante a vigéncia do contrato, as condi¢des de habilitagdo exigidas na
licitagdo, devendo comunicar a CONTRATANTE a superveniéncia de fato impeditivo da
manutengio dessas condigdes;

5.2.6- Reparar, corrigir, remover, refazer ou substituir as suas expensas, no total ou em parte,
o fornecimento dos produtos em que se verificar vicios, defeitos ou incorregdes resultantes
da sua execugdo.

5.2.7- Respeitar as normas e procedimentos de controle interno, inclusive de acesso as
dependéncias da CONTRATANTE;

5.2.8- Responder pelos danos causados diretamente 4 Administragio ou aos bens da
CONTRATANTE, ou ainda a terceiros, decorrentes de sua culpa ou dolo, durante a
execucdo deste contrato;

5.2.9- Em caso de irregularidades, a contratada devera substituir, mediante notificagio, num
prazo maximo de 24 (vinte e quatro) horas ap6s a notificagdo, no total ou em parte, o objeto
da licitagdo quando niio obedecer s condigdes de qualidade ou estiver em desacordo com o
exigido.

5.2.10- Coordenar e controlar a entrega dos produtos contratados;

52.11- Responsabilizar-se por todos os encargos trabalhistas, soc iais, previdenciarios, fiscais
ou comerciais, resultantes desta contratagao;

59 12- Aceitar os acréscimos e supressdes de até 25% (vinte e cinco por cento) propostos
pela Administrag@o, conforme previsto no art. 65, § 1°, da Lei Federal n° 8.666/93; quando
for necessaria.

5.2.13- Entregar o produto no Almoxarifado Central situado na Avenida Ilso José Webber,
420, na cidade de Coxilha/RS.

6. DAS OBRIGACOES DA CONTRATANTE

6.1- A CONTRATANTE, além das obrigagdes estabelecidas no Edital.
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6.1.1- Prestar as informagdes e os esclarecimentos pertinentes que venham a ser solicitados
pelo representante ou preposto da CONTRATADA;

6.1.2- Efetuar o pagamento mensal devido pela entrega do produto, desde que cumpridas
todas as formalidades e exigéncias do contrato;

6.1.3- Exercer a fiscalizagdo dos servigos prestados, por servidores designados para esse fim.
6.1.4- Comunicar oficialmente a CONTRATADA quaisquer falhas verificadas no

cumprimento do contrato.

7. DA DOTACAO ORCAMENTARIA

7.1. - As despesas decorrentes da presente licitagdo correrdo por conta das dotagdes:
Secretaria Municipal da Agricultura

2916-5 08.01.20.122.0004.2096 — 3.3.90.30.11.00.00;

Secretaria Municipal de Meio Ambiente

9723-3 10.01.04.541.0004.2131 - 3.3.90.30.11.00.00.

COXILHA, setembro de 2024.

JOAO EDUARDO Assinado de forma digital por

OLIVEIRA JOAO EDUARDO OLIVEIRA
MANICA:00752137026
MANICA:00752137026 Dados: 2024.09.09 16:36:01 -03'00'

JOAO EDUARDO OLIVEIRA MANICA
Prefeito Municipal
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DOCUMENTO DE FORMALIZAGAO DA DEMANDA
LElI FEDERAL N° 14.133/2021
DECRETO MUNICIPAL 021/2023

MUNICIPIO DE BOM PRINCIPIO
Estado do Rio Grande do Sul

Unidade Requisitante Setor/Depto/Secretaria:
Secretaria de Saude e Assisténcia Social

Servidor responsavel pela Requisicio:

Lilian Juchem

1- Objeto:
O objeto do presente Termo de Referéncia é a aquisicdo de material para vigildncia
epidemioldgica, inseticida para controle de pragas.

2- Quantitativos:

ltem | Descricio Quant. | Valor Vafor Total
/ unitirio
01 | LARVICIDA BIOLOGICO { 80 R$194.20° | R$15.536.00
B.T.1. (Bacillus Thuringiensis variedade Israelensis) litros

Formulagdo do tipo suspensio aquosa concenirada, contendo no
minimo 1,2% de Bacilius Thuringiensis var. Israelensis; 1.200 UTI/mg
(unidades toxicas internacicnais por miligrama).

Sorotipo H-14, CEPA avaliada e aprovada pela OMS (Organizagéo
Mundial da Saude) para uso em agua potavel.

Para controle de larvas de mosquitos sumilidios.

3-  Justificativa:
De acordo com as Diretrizes Nacionais de Prevengédo e Controle da Dengue, publicada
pelo Ministério da Saude em 2009, varios métodas de controle do Aedes podem ser utilizados
rotineiramente. Alguns deles sdo executados no domicilio pefo morador e, complementarmente,
pelo Agente de Controle de Endemias (ACE) ou pelo Agente Comunitario de Satde (ACS). Os
métodos consistem em:
- Controle mecénico: as principais atividades sdo a protecdo, a destruicdo ou a destinagdo
adequada de criadouros.
- Controle biolégico: alternativa disponivel para controle larvario frente ao aumento da resisténcia
do mosquito a varios inseticidas quimicos e acs danos causados por estes ao meio ambiente.
- Controle legal: consiste na aplicagdo de normas de conduta requlamentadas por instrumentos
legais de apoio as agbes de controle da dengue.
- Controle quimico: consiste no uso de substancias quimicas — inseticidas — para o controle do
vetor nas fases larvaria e adulta.
Este mesmo documento informa ainda que o uso de Bacillus Thuringiensis israelensis(Bti)
& uma alternativa disponivel para o controle larvario do Aedes aegypti, baseado na existéncia de
estudos, ensaios de laboratorio e aplicagdo em campo, que revelou sua eficacia no controle do
Aedes. Considerando as recomendacdes das diretrizes nacional e também a variabifidade no
perfil dos depésitos tralaveis e demandas de larvicidas, faz-se necessédria a aquisicdo de
biolarvicida Bti para o tratamento de agua, para serem utilizados nas atividades de controle
larvario do Aedes aegypti no programa de controle das arboviroses.

4- Prazos (inicial e final):
O prazo de vigéncia dos contratos sera de 10 dias a contar da data de emiss&o do empefhd.
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5- Responsavel pelo recebimento:
Lilian Juchem

6- Responsavel pela fiscalizagio:
Litian Juchem
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TERMO DE REFERENCIA
LEI FEDERAL N° 14.133/2021
DECRETO MUNICIPAL 021/2023

1 - Objeto:
O objeto do presente Termo de Referéncia é a aquisicdo de material para vigiléncia
epidemioldgica, inseticida para controle de pragas.

2 - Quantidade:

ltem | Descrigdo Quant. | Valor Valor Total
/ unitario
01 | LARVICIDA BIOLOGICO / 80 R$19420' | R$15.536,00
B.T.l. {Bacillus Thuringiensis variedade Israelensis) litros

Formulacdo do tipo suspensdo aquosa concentrada, contendo no
minimo 1,2% de Bacillus Thuringiensis var. Israelensis; 1.200 UTl/mg
(unidades téxicas internacionais por miligramay.

Sorotipo H-14, CEPA avaliada e aprovada pela OMS (Organizacdo
Mundial da Saude) para uso em dgua potavel.

Para controle de larvas de mosquitos sumitidios.

3- Vigéncia do contrato:
O prazo de vigéncia dos confratos sera de 10 dias a contar da data de emissdo do emperniho.

4. Justificativa da necessidade da contratacao:

De acordo com as Diretrizes Nacionais de Prevengdo e Controle da Dengue, publicada
pelo Ministério da Saude em 2009, vérios métodos de controle do Aedes podem ser utilizados
rotineiramente. Alguns deles so executados no domicilio pelo morador e, complementarmente,
pelo Agente de Conirole de Endemias (ACE) ou pelo Agente Comunitario de Saide (ACS). Os
métodos consistem em:

- Controle mecénico: as principais atividades sdc a protegdo, a destruigdo ou a destinacdo
adequada de criadouros.

- Controle biologico: alternativa disponivel para controle larvéario frente ao aumento da resisténcia
do mosquito a varios inseticidas quimicos e aos danos causados por estes ao meio ambiente.

- Controle legal: consiste na aplicagdo de normas de conduta requlamentadas por instrumentos
legais de apoio as acbes de controle da dengue.

- Controle quimico. consiste no uso de substéncias quimicas — inseticidas — para o controle do
vetor nas fases larvéria e adulta.

Este mesmo documento informa ainda que o uso de Bacillus Thuringiensis israelensis(Bti)
e uma alternativa disponivel para o controle larvério do Aedes aegypti, baseado na existéncia de
estudos, ensaios de laboratério e aplicagdo em campo, que revelou sua eficacia no controle do
Aedes. Considerando as recomendagbes das diretrizes nacional e também a variabilidade no
perfil dos depdsitos tratdveis e demandas de larvicidas, faz-se necesséria a aquisicdo de
biolarvicida Bli para o tratamenifo de égua, para serem ulilizados nas atividades de controle
larvario do Aedes aegypti no programa de controle das arboviroses.

5- Solugao pretendida:
A solugdo pretendida é a aquisicdo de material para vigildncia epidemiolbgica, inseticida
controle de pragas.
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6- Requisitos:

6.1 - Habilitacao Juridica:

a) Registro comercial no caso de empresa individual;

b) Ato constitutivo, estatuto ou contrato social em vigor, devidamente registrado, no caso de
sociedade comercial, acompanhado de documentos de eleigdo de seus diretores, no caso de
sociedade por agoes;

¢} Decreto de autorizagdo, em se tratando de empresa ou sociedade estrangeira em
funcionamento no Pais, e ato de registro ou autorizagdo para funcionamento expedido pelo 0rgéo
competente, quando a atividade assim o exigir.

6.2 - Regularidade Fiscal:

a) Prova de inscrigo no Cadastro Nacional de Pessoas Juridicas (CNPJ/MF);

b) Prova de inscrigdo no Cadastro de Contribuintes do Estado ou do Municipio, se houver,
relativo ao domicilio ou sede do licitante pertinente ao seu ramo de atividade,

¢c) Certiddo Conjunta Negativa de Divida Ativa com a Unido expedida pela Procuradoria da
Fazenda Nacional e prova de regularidade relativa & Seguridade Social, demonstrando situagéo
reqular no cumprimento dos encargos sociais instituidos por Lei;

d) Certiddo Negativa de débitos Estadual e Municipal, sendo a Gltima do domicilio ou sede do
licitante;

e) Prova de regularidade junto ao Fundo de Garantia por Tempao de Servigo (FGTS).

f) Certiddo Negativa de Débitos Trabalhistas, expedida pela Justica do Trabatho.

g) Certiddo Negativa de Faléncia. expedida pelo distribuidor da sede da pessoa juridica, com
prazo ndo superior a sessenta (60) dias, contados da data do cadastro.

6.3 - Qualificagao Técnica:

a) Apresentacéo de comprovagdo de CEPA aprovada pela OMS para uso em agua potavel;

b) Apresentagéo de AFE do Contratado e do Fabricante;

¢) Documento que comprove a certificagdo para uso em agua potével e Registro no Ministério da
Saude da CEPA que compde o produto ofertado.

7- Execugao do objeto:

7 1 PRAZO PARA ENTREGA: até 10 dias apds a emissdo da nota de empenho. A empresa
devera realizar as entregas junto a Secretaria de Satide e Assisténcia Social aos cuidados da
servidora Lilian Juchem, fiscal do contrato.

7.2 O produto devera apresentar formagéo de espuma durante 0 seu carreamento auxiliando na
aplicagdo. Deverd ainda ser eniregue acondicionado adequadamente, de forma a permitir
completa seguranga durante o transporte, em baldes plasticos de 10 litros cada, hermeticamente
fechados com lacre interno e tampa.

8- Gestédo do contrato:
A execugdo do objeto sera acompanhada e fiscalizada pela Secretaria de Satide e Assisténcia
Social, por meio da servidora Lifian Juchem.

9- Medigao e pagamento:
9.1 - O pagamento seré em até 10 (dez) dias da entrega e conferéncia do mesmo nas condicbes
estabelecidas neste Termo de Referéncia, mediante apresentagdo de nota fiscal onde devera
constar o nimero do empenho, que serd conferida pela fiscal do contrato. _

9.2 - O CNPJ da contratada constante na Nota Fiscal deverd ser o mesmo da documen Tor]
apresentada no processo licitatono.
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9.3 - A Nota Fiscal emitida pelo fornecedor devera conter, em local de facil visualizagdo, a
indicagdo do niimero do empenho, e a indicagdo da aliquota e o valor do recolhimento do imposto
de renda, conforme disposto na Instrugdo Normativa da Recefta Federal 1.234/2012 e Decreto
Municipal n® 057/2022, a fim de acelerar o trdmite do documento fiscal para pagamento.

9.4 — O pagamento se dara exclusivamente mediante transferéncia eletronica na conta da
empresa contratada,

10- Forma e critérios de selegio:
Devera ser realizado processo de dispensa de licitagdo, conforme disposto no art. 75, inciso 1.

11 - Valor referéncia:

Valores conforme disposto no item 2 do presente Termo de Referéncia. Os valores estdo
baseados no disposto no art. 23, inciso IV da lei 14.133/2021, tendo sido obfidos por meio de
pesquisa direta com no minimo 3 (trés) fornecedores, mediante solicitagdc formal de cotagéo,
sendo os fornecedores escolhidos os que séo de conhecimento da Secrefaria de Satide e
Assisténcia Social, bem como que possuem cadastro junto ao departamento de compras do
Municipio de Bom Principio para tal objeto. Assim, devera ser contralada a empresa COMERCIO
E REPRESENTACOES MATTIELO LTDA, inscrita no CNPJ sob o n° 88.245.485/0001-24, pelo
valor unitéario de R$194,20 por litro, e valor totaf de R$15.536,00 para a aquisicdo de 80 litros.

12 - Previsao or¢gamentaria:

7 - SEC. MUN. DA SAUDE E ASSISTENCIA SOCIAL
2 - FUNDO MUNICIPAL DA SAUDE

10 Saude

305 - Vigilancia Epidemioldgica

333903000000000 material de consumo (4799)

13 - Locais e datas de entrega dos produtos e/ou prestagao dos servigos:

13.1 PRAZO PARA ENTREGA. até 10 dias apds a emissdo da nota de empenha. A empresa
devera realizar as entregas junto a Secretaria de Satde e Assisténcia Social, aos cuidados da
servidora Lilian Juchem.

14 - Servidor responsavel (fiscal):
Lilian Juchem.

15 - Disposi¢oes gerais:
158.1 Todos os insumas que compdem o prego, tais como materiais, aparelhos, equipamentos,
veiculos, assim como as despesas com impostos, taxas, frete, seguros e quaisquer outros que
incidam direta ou indiretamente na execucdo do objeto desta licitacdo, correrdo por conta da
proponente.

Bom Principio, 31 de julho de 2024.

Lilian Juchem
Secretdria de Sacide ¢
Assisténcia Bocigl/

Lilian Juchem
Secretaria de Salde e Assisténcia Social
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Sanigran Ltda.

CNPJ 15.153.524/0001-90 | I. E. 90.588.257-08
Rua Jacob Gubaua, 250 - CEP 83507-500

Almirante Tamandaré - Parand | Fone (41) 3151-0688
www.sanigran.com.br | alexandre@sanigran.com.br

Sanigran

PROPOSTA DE PRECOS
A PREFEITURA DE AJURICABA - RS,

SANIGRAN LTDA, inscrita sob CNPJ 15.153.524/0001-90, com endereco na Rua Jacob Gubaua, 250 —
Almirante Tamandaré/PR - CEP 83507-500, representada por seu so6cio administrador Alexandre
Stresser, CPF 046.878.919-77 e RG 8.625.888-9, apresenta sua proposta de precos relativa aos itens
solicitados:

DESCRICAO VALOR | TOTAL

Nebulizador costal motorizado ubv a combustdo com as
seguintes descrices: a) motor: 02 tempos; b) cilindrada: 64,7 cc;
¢) poténcia maxima: 4,6 hp (3,4kw); d) rotacdo minima: 2.600; e)
rotacdo maxima: 7.300; f) velocidade do ar (maxima): 90 m/s; g)

volume do ar (maximo): 20 m3/min; h) ignicdo (sistema):

eletrbnica; i) consumo de combustivel: 261 g/hp. hora; j)

1 capacidade do tanque quimico: 06 litros; k) capacidade do
tanque de combustivel: 02 litros; I) alcance horizontal: 18 m; m)
alcance vertical: 12 m; n) vazao do liquido: entre 30 e 250
ml/min; o) peso (vazio): 11,5 kg; p) peso (cheio): 19,0 kg
formulacao/combustivel);

ITEM QTDD

R$
4.000,00

01
Unidade

R$
4.000,00

Marca: Guarany.

Larvicida biolégico BTI de 500g, diluicdo em agua

10
Pacotes

R$
420,00

R$
4.200,00

Marca: Crystar 3000WDG. Fabricante: Neogen Rogama. 5009

Valor total da proposta de pregos: R$ 8.200,00 (oito mil e duzentos reais)

- Validade da proposta: 30 (trinta) dias

- Prazo de entrega: Conforme termo de referéncia.

- Dados bancarios da empresa: 748 - Banco Cooperativo Sicredi
Agéncia: 0730
Conta-Corrente: 97480-9

Nos precos unitarios e totais relativos aos itens cotados ja estdo inclusos todos os tributos, seguro, e
quaisquer outras despesas que incidam direta ou indiretamente na realizacdo dos servicos.

Almirante Tamandaré, 04 de abril de 2024.

Atenciosamente,
SANIGRAN LTDA.

RUA JACOB GUBAUA, 250
LAMENHA GRANDE
v, TAMANDARE - PR_|
SANIGRAN LTDA
Alexandre Stresser
Socio Administrador

I ALMIRANTE
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INDICAGOES DE USO:

CRYSTAR 3000 WDG é um inseticida altamente
seletivo para uso contra larvas de Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus.

CRYSTAR 3000 WDG é um inseticida estomacal
que oferece uma dupla seguranga, porque
controla as larvas de Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus de maneira especifica.

Dosagem

Larvas de Aedes aegypti:

Diluir 5 g do produto em 1 L de 4gua ou
aplicar a dose de 0,2 g do produto puro em 100 L de &gua.

Larvas de Culex quinquefasciatus:

Diluir 5 g do produto em 1 L de &agua ou
aplicar a dose de 400 g do produto puro em 1 ha.

Aplicacao Terrestre para Mosquito:

CRYSTAR 3000 WDG pode ser aplicado tanto
diretamente como diluido em agua. A aplicagéo
direta pode ser feita manualmente (utilizando-se
luvas descartaveis e mascara) com um dosador,
com pulverizador costal manual ou motorizado.
Colocar primeiramente a quantidade desejada
de agua e agitando lentamente, adicionar a
quantidade requerida do produto.

COMPOSIGAO:
Ingrediente ativo:
Bacillus thuringiensis.
(Poténcia 3000 UTI/mg)

43% (p/p)

Excipientes:
Dispersante, inertes e carga.

TIPO DE FORMULAGAO: Granulo dispersivel.

Validade:
24 meses apos a data de fabricacéo.

Lote e data de fabricagdo:
Vide embalagem.

97291151149

LARVICIDA BIOLOGICO

CRYSTAR’

3000 WDG

Agua: pode faltar.
Néo desperdice.

Bacillus thuringiensis,
Cepa BMP 144

VENDA RESTRITA A INSTITUICOES
OU EMPRESAS ESPECIALIZADAS.
PROIBIDA A VENDA LIVRE

EFICAZ CONTRA LARVAS DE
Aedes aegypti E Culex quinquefasciatus

Peso Liquido: [ 1500 g [ 10 kg
CUIDADO! PERIGOSO!

S
ROGAMA

‘GRUPO NEOGEN

ANTES DE USAR LEIA COM ATENGAO AS INSTRUGOES D

PRECAUGOES GERAIS:

CONSERVE FORA DO ALCANCE DAS
CRIANGAS E DOS ANIMAIS DOMESTICOS.
CUIDADO! PERIGOSA SUA INGESTAO,
INALACAO OU ABSORCAO PELA PELE. Nao
aplicar sobre alimentos e utensilios de cozinha,
plantas e aquarios. Nao fumar ou comer durante
a aplicagdo. Durante a aplicagdo ndo devem
permanecer no local pessoas ou animais
domésticos. Usar equipamento de protegdo
individual (EPI) como roupa protetora, luvas,
protetor ocular e respiratério. Advertir os
usudrios sobre as medidas de seguranga e
precaugbes a tomar para evitar acidentes.
Manter o produto na embalagem original. Nao
reutilizar as embalagens vazia.

MODO DE ELIMINAGAO E DESATIVAGAO DO
PRODUTO EM CASO DE DERRAME.

Para descarte, neutralizar com cal virgem
hidratado ou carbonato de sédio a 10-20%.
Advertir aos usuarios sobre as medidas de
seguranga e precaugdes a ter em conta para
evitar acidentes.

INFORMAGOES AO CONSUMIDOR
REFERENTE A DESATIVACAO E DESCARTE
DAEMBALAGEMVAZIA.

As embalagens deverao ser furadas de maneira
atorna-lasinadequadas para usos.

Consulte o Orgao Estadual do Meio Ambiente
sobre as recomendacgdes especificas para a
destinagdo adequada de residuos e
embalagens. As embalagens vazias devem ser
devolvidas aos estabelecimentos onde foram
adquiridas ou em postos/centrais de
recebimento conveniados.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO.
Manter a embalagem sempre fechada.
Armazenar em ambiente fresco, seco.

PRIMEIROS SOCORROS.

Em caso de intoxicagéo, procurar o Centro de
Intoxicagbes ou Servico de Salde, levando a
embalagem ou o rétulo do produto. Em caso de
contato direto com o produto, lavar parte atingida
com agua em abundancia e sabdo. Em caso de
contato com os olhos, lavar imediatamente com
agua corrente em abundancia. Se inalado em
excesso, remover a pessoa para local arejado.
Em caso de ingestdo acidental ndo provoque o
vomito.

INSTRUGOES PARA USO MEDICO
Grupo quimico: Inseticida microbiolégico
Nome Comum: Bacillus thuringiensis
Tratamento/Antidoto: Nao ha antidoto especifico.
Telefone de emergéncia: 0800 0141149

Registro no MS N° 3.4025.0176

FABRICADO POR:

CERTIS USAL.L.C.

9145 GUILFORD ROAD, SUITE
175-21046

COLUMBIA, MD USA

IMPORTADO E DISTRIBUIDO POR:
NEOGEN

Av. Alexandrina das Chagas Moreira, 964
Distrito Industrial - Pindamonhangaba / SP
Cep: 12412-800

CNPJ: 90.821.554/0001-42

Indistria Brasileira

SAC: (12) 3644-3030
Email: sac@neogendobrasil.com.br
Site: www.rogama.com.br

I\

REV. 00 06/02/2019  COD. 000.000

\_




LEONARDO PINTO ANDRADE DE ABREU - Tradutor Publico - JUCEPAR n? 12/200-T - CPF/MF 085.092.767-65
Rua Padre Anchieta, 1691 - (j. 1108 - Bigarrilho - Curitiba - Parond - Brasil - CEP 80730-000. Tel.: +55 41 3296-7136 - Email: contato@leonardoabreu.com.br

Doc. No. [-4153 Doc. 07

Eu, abaixo assinado, Tradutor Publico e Intérprete Comercial, com fé publica e validade
em todo o Territério 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 razao do meu oficio, como segue:

ESPEC]FICA(}OES E AVALIACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS
NA SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52
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ISENCAO DE RESPONSABILIDADE!

As especificacdes da OMS sdo desenvolvidas com o objetivo basico de promover, na
medida do possivel, a fabricacdo, distribui¢do e utilizagdo de pesticidas que cumpram
com exigéncias basicas de qualidade.

A conformidade com as especificagdes ndo constitui endosso ou garantia da adequacao
de um pesticida em particular a uma finalidade especifica, incluindo sua adequagdo para
o controle de uma determinada praga, ou sua adequagdo para o uso em determinada
area. Devido a complexidade dos problemas envolvidos, a adequagdo de pesticidas para
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uma finalidade especifica e o contetido das instru¢des do rétulo devem ser decididos a
nivel nacional ou provincial.

Além disso, pesticidas que sdo fabricados para cumprir com essas especificacdes nao
estdo isentos de nenhum regulamento de seguranca ou disposi¢do administrativa ou
legal aplicavel a sua fabricagdo, venda, transporte, armazenamento, manuseio,
preparagao e/ou utilizacao.

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 fabrica¢do, a venda, o transporte, 0 armazenamento, 0 manuseio, a
preparacdo e/ou a utilizagdo de pesticidas que foram considerados, ou declarados, ser
fabricados para cumprir com tais especificagoes.

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

A OMS nao ¢ 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 nao
garante nem declara, de nenhuma forma, a conformidade efetiva de nenhum pesticida
considerado estar em conformidade com uma especificacdo da OMS.

" A presente isencio de responsabilidade se aplica a todas as especifica¢des publicadas
pela OMS.

INTRODUCAO

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

Desde 2002, o desenvolvimento das especificagdes da OMS segue o Novo
Procedimento, descrito no Manual para Desenvolvimento ¢ 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, o
procedimento e a avaliagdo aplicados pela OMS e pelos especialistas da “Reunido
Conjunta FAO/OMS sobre Especificacdes de Pesticidas (JMPS)”.

As especificacoes da OMS atualmente se aplicam somente a produtos para os quais 0s
materiais técnicos foram avaliados. Consequentemente, a partir do ano de 2002, a
publica¢do das especificagdes da OMS sob o Novo Procedimento mudou. Cada
especifica¢do agora consiste de duas partes, ou seja, as especificagdes e o(s) relatorio(s)
de avaliagao:

Primeira Parte: A Especificacdo sobre os materiais técnicos e as formulagdes
relacionadas do pesticida de acordo com os capitulos 4 a 9 do manual supramencionado.
Segunda Parte: O(s) Relatorio(s) de Avaliacdo do pesticida, que refletem a avaliagao
do pacote de dados realizada pela OMS e pela IMPS. Os dados s3o fornecidos pelo(s)
fabricante(s) de acordo com as exigéncias do capitulo 3 do manual supramencionado, e
sdo apoiados por outras fontes de informagdo. O Relatério de Avaliagdo inclui o nome
do(s) fabricante(s) cujos materiais técnicos foram avaliados. Os relatérios de avaliagdo
sobre as especificagdes desenvolvidas apds o conjunto original de especificagdes sdo
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 especificacdes a produtos semelhantes, mas somente quando a
JMPS esteja convencida de que os produtos adicionais sdo equivalentes aqueles que
formaram a base da especificacdo de referéncia.

As especificacOes indicam a data (més e ano) de publicacdo da versédo atual. As
datas de publicacdo das versdes anteriores, caso haja, estéo identificadas em nota
de rodapé. As avaliagbes indicam a data (ano) da reunido na qual as
recomendacdes foram feitas pela JMPS.

* Nota de rodapé: As publicacdes estdo disponiveis na internet em
(http://www.who.int/whopes/quality/en/).

PRIMEIRA PARTE ESPECIFICAQ@ES
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ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

INFORMACOES

Nome cientifico

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

Abreviacoes

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 a qual o codigo 770 da CIPAC se aplica.

Numero CIPAC

770

Testes de identidade

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

(i) Analise SDS-PAGE do perfil de peso molecular dos cristais de proteina
endotoxina.

(i11) 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 comparacdo de seu DNA gendmico a
uma série de fragmentos de DNA gendmico originados de uma mistura de diferentes
cepas da mesma espécie. Informacdes 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 hibrida¢do atual tem permitido o ensaio de
milhares de sequéncias de acidos nucleicos em uma tUnica reacdo em um substrato
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solido. Um sistema tdo massivamente paralelo oferece a oportunidade de aplicagdes de
diagnostico para a identificacdo de cepas por meio de um processo comparativo.
Definicdo do ingrediente ativo

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

Medigdo 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.I.)/mg de produto, relativos a
um material de referéncia Bti. Observagdo: o unico padrao de referéncia atualmente
disponivel ¢ Valent BioSciences Corp. cepa AM65-52, lote n® 82-691-W5, que possui
biopoténcia de 7992 U.T.I./mg.

ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM®65-52, GRANULOS
DISPERSIVEIS EM AGUA

Especificagdo OMS 770/WG (Outubro de 2012)

A presente especificagdo, que é a PRIMEIRA PARTE desta publicagdo, é baseada em
uma avaliacdo de dados apresentados pelo fabricante, cujo nome esta listado nos
relatorios de avaliagdo (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 especifica¢do. A especificagdo pode
ndo ser adequada para produtos de outros fabricantes. Os relatorios de avaliag¢do
(770/2006, 770/2011), como a SEGUNDA PARTE, formam parte integral desta
publicagado.

1  Descricdo (Observagdo 1)

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

2  Ingrediente ativo (Observagéo 1)

2.1 Identidade

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

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

A atividade bioldgica (biopoténcia) de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa
AMG65-52 nao deve ser menor do que 2700 unidades téxicas internacionais/mg, quando
determinado pelo método descrito na Observagao 6.

3 Impurezas relevantes (Observagdes 1 ¢ 7)

3.1 Agua (MT 30.5, CIPAC Handbook J, p.120, 2000) Méaximo: 50 g/kg.

4  Contaminantes bacterianos (Observagao 1)

4.1 Staphylococcus aureus (Observagdo 8)

Staphylococcus aureus nao deve ser detectado quando testado pelo método descrito na
Observacao 8.

4.2 Espécies de Salmonella (Observagdo 9)
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Espécies de Salmonella nao devem ser detectadas quando testado pelo método descrito
na Observacgao 9.

4.3 Pseudomonas aeruginosa (Observagdo 10)

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

4.4 Escherichia coli (Observagao 11)

Escherichia coli nao deve exceder 100 unidades formadoras de colonia (UFC)/g de WG
quando testado pelo método descrito na Observagdo 11.

5 Propriedades fisicas (Observagéo 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 (Observacao 12).

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

Um minimo de 90% de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AMO65-52, o
conteudo que ficar abaixo de 2,2 deve estar em suspensdo apos 5 min em Agua Padrdo
D CIPAC a 30 + 2°C.

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

Um minimo de 90% de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis, cepa AM65-52, o
contetdo que ficar abaixo de 2,2 deve estar em suspensao apos 30 min em Agua Padrdo
D CIPAC a 30 £ 2°C.

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

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

6  Estabilidade no armazenamento

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

ApoOs o armazenamento por 14 dias a 54 £ 2°C, a média determinada do teor de
ingrediente ativo ndo deve ser menor que 84%, em relacdo a média determinada
encontrada antes do armazenamento (Observagdo 16), e a formulagdo deve continuar
em conformidade com as clausulas para:

- faixa de pH (5.1);

- teste de peneiramento a imido (5.3);

- grau de dispersao (5.4);

- capacidade de suspensdo (5.5);

- pulveruléncia (5.7).

Observagdo 1

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

ndo 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.

Observacao 2

Ao contrario da maioria das especificacdes da OMS quanto a formulagdes, uma
especificagdo para o ingrediente ativo de grau técnico correspondente ndo ¢ uma
referéncia cruzada nesse caso, porque o WG ¢ produzido em um processo integrado no
qual o ingrediente ativo ndo ¢ isolado.

Observacdo 3

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.

Observacao 4
Os granulos possuem odor de mofo.

Observagdo 5
Identificacédo de Bti cepa AM65-52

A identificagdo ¢ baseada nos testes a seguir.

(1) 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.
(ii1) Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico para as endotoxinas.

No teste (i), a coloragdo de Gram ¢ um teste bacteriologico utilizado universalmente e
ndo ¢ descrito abaixo. Bacillus thuringiensis ¢ observado como bacilos Gram positivos
no teste (i), mas esse resultado identifica apenas o amplo grupo de bactérias que inclui
Bt. Observagao microscopica de esporos e cristais aderentes (irregularmente redondos)
apoia a identificagdo como Bt, mas ndo 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 combinacdo com o teste (i), mas, em casos de
davida, todos os testes devem ser conduzidos.

Antigenos flagelares (H-14) também podem ser utilizados para identificar a presenga de
Bti, caso antissoros adequados bem caracterizados se tornem disponiveis, mas ¢
importante observar que tais antissoros nao 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 esporulagio. Os cristais contém 4 proteinas principais'?,
designadas como Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa e Cytl Aa.

Os cristais sdo extraidos da formulacao por centrifugacdo e lavagem. As proteinas dos
cristais sdo dissolvidas e desnaturadas (perdendo suas estruturas secundaria e terciaria) e
os 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 padrido tratadas de forma semelhante também sdo separadas no gel, para
fornecer calibradores de peso molecular. Apds a coloracdo do gel e a descoloracdo para
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remover o fundo, 3 importantes bandas de proteinas devem ser aparentes, de 135 kDa
(Cry4Aa, Cry4Ba), 70 kDa (Cryl1Aa) e 28 kDa (Cyt1 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 [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
of bacteriophage T4 [Clivagem de proteinas estruturais durante a montagem da cabeca
do bacteriotago 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 o-endotoxins [Uso de dodecil
sulfato de sodio - eletroforese em gel de poliacrilamida para quantificar Bacillus
thuringiensis 6-endotoxinas]. Capitulo em: Quimica analitica de Bacillus thuringiensis.
ACS Symposium Series. (Hickle, L.A. e W.L. Fitch. eds.) 78-87.

Equipamentos e materiais

Sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio de Laemmli
(SDS-PAGE); resolucao 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.

Padrao 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 sdo 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 padrdo de calibragdo deve
ser preparado em um tampao de amostra 2X Laemmli.

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

Cloreto de sodio / solugdo EDTA, NaClI/EDTA, 1 M/5 mM em agua, pH 8. Solugdo de
hidroxido de sodio, 0,1 M em éagua.

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 acido acético glacial (ou utilizar um sistema de coloragao
baseada em Coomassie comercialmente disponivel).

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

Agua deionizada. Micropipeta.
Método

1. Pese aproximadamente 10 mg de WG no tubo da micro centrifuga.
Adicione a solu¢do NaCI/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.

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

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

1v. Centrifugue a suspensao, conforme descrito acima, para remover materiais
insoluveis. Colete o sobrenadante e descarte o sedimento.

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

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

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

sobrenadante no gel SDS-PAGE. Também carregue o gel com uma quantidade
adequada de padrao de calibragdao de peso molecular em tampao 2X Laemmli. Realize a
eletroforese de acordo com as instru¢des do fabricante do equipamento de gel.

viil. Core o gel com solugao azul de Coomassie, para visualizar as proteinas,
descore com metanol/acido acético até que o fundo esteja transparente.
1X. Observe as posigdes das principais bandas distintas na amostra em relagdo

ao padrao de calibragdo do peso molecular. Espera-se que as endotoxinas Bti da cepa
AM65-52 produzam bandas em posi¢des 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 formulagdo, cultivados em caldo Luria, depois lisados e
centrifugados para remover insoltveis. Apds a precipitagdo plasmidica com etanol em
baixa temperatura e a centrifuga¢ado, as proteinas residuais e 0 RNA sdo removidos com
proteinase ¢ RNases, respectivamente. O DNA plasmidico ¢ 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
aparecerdo como uma banda acima da camada de esfregaco cromossdmico. Outros
plasmideos que se sabe da presenca sdo as bandas 105 ¢ 135 MDa, que sdo muito
grandes para isolar facilmente.

Equipamentos e materiais

Incubador, 37°C.

Banho de dgua, 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.
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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.

Solugdo 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 dgua até atingir
1 litro.

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

Solug¢ao EDTA, 0,5 M em agua, 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
dissolu¢do), ajuste ao pH 7,2 com algumas gotas de HCI concentrado e complete com
agua até atingir 1 litro.

Solugdo tampado TES. Dilua uma mistura de 3 ml de tampao tris, 1 ml da solu¢do EDTA
e 1 ml da solug@o NaCl (conforme descrito acima) em 100 ml com agua.

Meio de sacarose. Dilua 12,50 g de sacarose junto com 1 ml da solu¢do NaCl e 2,5 ml
da solucgdo tris em 50 ml com agua.

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

Solugdo de acetato de sodio. Dissolva 40,81 g de acetato de sdédio 3H,O em cerca de 80
ml de 4gua, ajuste ao pH 5,6 com 4cido acético glacial e complete com 4gua até atingir
100 ml.

Solugdo tampao Tris-borato. Dissolva 108 g da base tris, 55 g de 4cido bérico e 5 ml da
solucdo EDTA em cerca de 800 ml de agua, 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 tampao de tris-borato.
Solugdo de lisozima. 50 mg/ml em meio de sacarose.

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

Solugcdo RNase T1, 100 U/ml.

Solugdo RNase A, 10 mg/ml.

Solugdo Proteinase, 10 mg/ml.

Géis agarose. Prepare 0,8% dos géis em solugdo tampdo 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 agar para end plugs, se necessario. Quando o gel
se solidificar, cubra minimamente sua superficie com a solu¢do tampao 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%.

Solugdo de brometo de etidio, 5 pg/ml em dgua (observacdo: utilizar luvas de borracha
nitrilica para manusear a solucao e os géis tratados).

Ldampada UV, para visualizagdo das bandas de DNA.
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Método

1. Transfira, de forma asséptica, cerca de 1 mg de Bti WG para um frasco
estéril contendo 2 ml de meio/dgua, e misture completamente.

il. Mantendo as condig¢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.
1il. Sedimente as células em uma centrifuga de bancada a velocidade maxima
por 15 minutos, e descarte o sobrenadante.

1v. Adicione 1 ml de solugdo tampao TES, vortex para ressuspender o granulo,

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

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

Vi. Adicione 48 pl da solucdo de NaCl, 12 pl da solugdo EDTA e 260 pl da
solugdo 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 pl do
sobrenadante para outro tubo de micro centrifuga.

vii Adicione 33 pl de solugdo de acetato de sodio e 670 pl de etanol 100%
frio, vortex para misturar e coloque no freezer por > 1 hora. Centrifugue a 5°C por 15
minutos, e descarte o sobrenadante.

viii Adicione aproximadamente 200 ul de etanol 70% frio, vortex para
misturar, depois centrifugue a 5°C por 10 minutos, e descarte o sobrenadante. Seque o
sedimento em um secador a vacuo por cerca de 30 minutos. Adicione 200 pl da solucao
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 pl de solugdo RNase e 2 pl de solucdo RNase A, misture e
incube a mistura a 37°C por 30 minutos. Adicione 20 pul de solugdo proteinase € incube
a mistura a 37°C por 1 hora.

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

Xi. Submeta o gel a 50V por cerca de 15 minutos. Desligue a tensdo antes de
remover o excesso da solucdo 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 desligé-la e retira-la do gel.

xi. Core o gel com a solugdo de brometo de etidio por 20 minutos, com
agitacdo suave. Descore o gel em solugdo tampdo 1X tris-borato por 20 minutos,
trocando a solucdo tampao 3 vezes durante esse tempo. Coloque o gel sob uma lampada
UV e fotografe-o. A cepa AM65-52 Bti de plasmideos deve produzir 5 bandas
fluorescentes abaixo do esfregaco cromossomico e, dependendo da qualidade de
separagdo do gel, 1 banda pode aparecer acima do esfregaco cromossdmico. Devido a
possiveis mudangas de conformacdo de formas super enroladas a relaxadas do
plasmideo durante a preparagdo, os tamanhos reais dos plasmideos sdo melhor
determinadas por comparagdo 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.

Observacao 6

Para verificar as assinaturas va ao site https://www.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o cddigo 58B3-C73F-3D66-1747.

Este documento foi assinado digitalmente por Leonardo Pinto Andrade De Abreu.



LEONARDO PINTO ANDRADE DE ABREU - Tradutor Publico - JUCEPAR n? 12/200-T - CPF/MF 085.092.767-65
Rua Padre Anchieta, 1691 - (j. 1108 - Bigarrilho - Curitiba - Parond - Brasil - CEP 80730-000. Tel.: +55 41 3296-7136 - Email: contato@leonardoabreu.com.br

Determinacéo de biopoténcia

Principio

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

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

padrao de referéncia U.T.I./mg x padrdo CLso (mg/1)
CLs (mg/1) de produto testado

Equipamentos e materiais

Homogeneizador ou agitador top-drive.

Banho de gelo (recipiente de gelo picado).

Balancga analitica (precisdo de = 0,1 mg).

Balanga analitica de prato unico (precisao 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 pléastico com rolhas ou tampas.

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

(1) Producdo de larvas de teste

Larvas L4 representam a sensibilidade total da populacdo alvo e sdo faceis de
manipular. E muito importante utilizar uma populacdo homogénea de quarto instar, que
¢ obtida depois de cinco dias da eclosdo dos ovos, por meio de métodos padrdo de
criagao.

Ovos de Aedes aegypti sdo colocados em um copo forrado com papel de filtro e um
terco cheio de agua deionizada. O papel é secado em temperatura ambiente ¢ mantido
por vérios meses armazenado em um saco pléstico selado em temperatura ambiente.
Quando as larvas s3o necessarias, o papel ¢ imerso na dgua sem cloro. Para sincronizar
a eclosdo, adicione alimento de larva na 4gua 24 horas antes de adicionar os ovos. O
crescimento bacteriano vai desoxigenar a agua e isso provoca a eclosdo dos ovos. Isso
normalmente induz os primeiros instars a eclodir dentro de 12 horas. Depois, essas
larvas sdo transferidas para um recipiente (25 x 25 x 10 cm) contendo 2 litros de agua
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 péd
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 1 ou 2 dias de intervalo, ¢ observar
diariamente. Caso a agua se torne turva, substitua toda a agua, filtrando as larvas e
transferindo-as para um recipiente limpo com 4gua limpa e alimento. De cinco a sete

Para verificar as assinaturas va ao site https://www.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o cddigo 58B3-C73F-3D66-1747.

Este documento foi assinado digitalmente por Leonardo Pinto Andrade De Abreu.



LEONARDO PINTO ANDRADE DE ABREU - Tradutor Publico - JUCEPAR n? 12/200-T - CPF/MF 085.092.767-65
Rua Padre Anchieta, 1691 - (j. 1108 - Bigarrilho - Curitiba - Parond - Brasil - CEP 80730-000. Tel.: +55 41 3296-7136 - Email: contato@leonardoabreu.com.br

dias depois, uma populagdo homogénea de quarto instar (5 dias de vida e de 4 a 5 mm
de comprimento) deve ser obtida.

O po6 de referéncia originalmente recomendado pela OMS para esse fim, IPS82 cepa
1884 do Instituto Pasteur, ndo estd mais disponivel. Até que um pod de referéncia
internacional substituto seja disponibilizado, um padrao de referéncia da cepa AM65-52
pode ser obtido da Valent Biosciences Corp. para fins de teste da conformidade do
produto com a especificagdo. Esse padrao de referéncia da cepa AM65-52 foi calibrado
contra IPS82 cepa 1884 e possui uma biopoténcia de 7992 U.T.I./mg.

(i1) Preparacao das suspensdes de padrdo de referéncia para calibracao do
bioensaio

Antes de preparar a suspensdo, verifique que a agitagdo/mistura do agente
umidificante/mistura de dgua, 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 aproximacao de 0,1 mg) do péd do padrao 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 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 contetido chegue a 500 g (500 ml), tampe o frasco e agite
vigorosamente para misturar o conteido. Confirme, por analise microscopica de uma
pequena aliquota, se agregados de esporos e cristais ainda persistem. Caso haja, o
conteudo deve passar por mais agitacdo/mistura no banho de gelo. Essa
suspensao/solucao primaria contém 1 mg/10 ml e deve ser agitada vigorosamente logo
antes de remover aliquotas.

Transfira 10 ml de aliquotas da suspensdo/solu¢@o primaria para tubos limpos de 12 ml
que sejam tampados/fechados imediatamente. Caso esteja transferindo véarias aliquotas,
tampe e agite a suspensdo/solu¢do primaria em intervalos de ndo mais que 3 minutos,
porque os 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 1 mg do p6 padrao.

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 suspensao homogénea. Aliquotas
congeladas devem ser totalmente homogeneizadas antes de usar, porque as particulas se
aglomeram durante o congelamento. A “solu¢do mae” contém 10 mg/I.

A partir da “solugdo mae”, diluigdes subsequentes sdo preparadas diretamente em copos
de plastico cheios (por pesagem) com 150 ml de dgua deionizada. Para cada copo, 25
larvas L4 de Aedes aegypti sdo adicionadas primeiro por meio de uma pipeta de Pasteur,
antes da adi¢do das suspensdes bacterianas. O volume de agua 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 ul, 450 pl, 300 pl, 150 pl, 120 pl e 75
ul de “solu¢ao mae” sdo adicionados a copos separados e as solu¢des misturadas para
produzir concentragdes 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 sdo utilizados
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para cada concentragdo € um para controle, que contém apenas 150 ml de agua
deionizada.

(1i1) Preparacao de suspensdes do produto a ser testado

Um homogenato inicial ¢ feito da mesma maneira descrita acima para o pd de padrido de
referéncia, com a diferenca que as determinagdes de replicatas devem ser feitas sobre
dilui¢des preparadas por pesagem de porgdes de teste separadas do produto. Ou seja,
quatro replicatas da suspensdo/solu¢do primaria devem ser preparadas. Copos e larvas
sdo preparados conforme descrito acima e diluigdes comparaveis sdo preparadas para o
padrao de referéncia.

(iv) Determinacdo 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 evaporacao 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 padrao 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 sdo usadas). Dados que apresentam 0 ou 100% de mortalidade sdo
ignorados para o calculo 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 CLs, e duas
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 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 nimeros excluidos dos
calculos. Caso mais de 5% das larvas entre na fase de pupa, o teste ¢ invalidado, porque
as larvas ndo ingerem 24 horas antes da pupacdo e muitas larvas podem ter sobrevivido
simplesmente porque eram muito velhas. Por causa da rapida agdo de morte de Bti,
normalmente ndo ha diferenca entre a mortalidade de 24 e 48 horas. Nesse caso, a
contagem de 48 horas confirma a leitura de 24 horas e 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 féormula de Abbott [Abbott, W. S., (1925). 4 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 nao 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-concentracao
podem ser desenhadas em papel gausso-logaritmico, mas isso é bastante subjetivo. E
preferivel utilizar um programa estatistico, tal como SAS, que incorpora Analise Log-
Probit. Com tal programa tdo estatistico, a formula de Abbott ndo € necessaria porque a
correcao ¢ automaticamente realizada pelo programa. A toxicidade ¢ determinada pela
estimativa e comparagdo da CLsy do produto testado com as preparagdes do padrao de
referéncia, por meio da féormula descrita acima. A toxicidade é definida pela contagem
em 24 horas ap0s 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 padrao de referéncia, e o desvio padrao
dos meios calculados. Uma série de testes ¢ valida caso um desvio padrio relativo
(DPR) seja < 25%.

Observacdo 7

Demonstrou-se que beta-exotoxina (um nucleotideo termoestavel composto de adenina,
glicose e 4acido Allaric) ndo ocorre nos produtos do fabricante identificado no relatério
de avaliacdo 770/2006, ¢ é improvavel 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 er al.*, deve ser designada como impureza
relevante e uma cldusula seria necessaria para limitar sua concentragao.

Observacao 8
Enumeracéo e Identificacdo de Staphylococcus aureus

Equipamentos e materiais

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

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

Solugdo tampao de fosfato esteril, pH 7,2 (USP ou equivalente)

Placas de dgar estéreis e com meio pronto 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).

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

Tubos de ensaio estéreis

Procedimento

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

Abra o saco que contém a formulagao e transfira 10 g para 90 ml de solucdo tampao de
fosfato estéril. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulagao.

Em duplicata, transfira 1 ml da suspensao (0,1 g de WG) para a superficie das placas de
agar. Espalhe o indculo uniformemente sobre a superficie e deixe que afunde na
superficie do agar. 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 colOnias 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 confirmatodrios.

Testes confirmatorios

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

. Teste de coagulase. Utilizando uma al¢a de inoculacao estéril, transfira
uma porcao da coldnia tipicamente suspeita para um tubo de ensaio estéril com 0,5 ml
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de plasma de mamifero, ¢ agite para misturar. Conduza o teste em paralelo com
controles positivo e negativo. Coloque os tubos na incubadora, examine-os ap6s 3 horas
e depois em intervalos adequados por um total de 24 horas. Os controles positivo e
negativo devem mostrar coagulagdo e ndo coagulagdo, respectivamente. Caso o teste da
coldnia suspeita ndo mostre coagulacdo visivel, pode-se concluir que ndo ha coagulase
positiva de S. aureus.

Observacao 9

Deteccdo de espécies de Salmonella

Equipamentos e materiais

Balanga, 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 dgar verde brilhante com meio pronto, (Difco 0014, BBL 11073, ou
equivalente)

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

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

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

Solugdo verde brilhante, USP (1:1000 solucao aquosa preparada e armazenada a 2-8°C)
Solugdo de iodo-iodeto, USP (Dissolva 5 de iodeto de potéssio e 6 g de iodo em 20 ml
de dgua 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 solucdo verde brilhante preparada; misture, depois
adicione 0,2 ml da solu¢do 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 formulagdo e incube por 24 horas.
Transfira por¢des 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 solucao iodo-iodeto e solugao verde brilhante. Misture e incube os
tubos inoculados por 18-24 horas.

Utilizando uma al¢a de inoculacdo, 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 - colonias 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 -
colonias pretas ou verde escuras.
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Caso nenhuma das colonias 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

1. Caso colonias que se encaixam em qualquer uma das descrigdes 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 confirmatorio ii, abaixo.

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

O tubo, caso positivo para Sa/monella, apresentara uma inclinagdo alcalina (vermelha) e
um fundo &cido (amarelo), com ou sem o escurecimento do fundo devido a producdo de
H,S. Caso a presenca de Salmonella seja indicada, prossiga para a identificagdo do
organismo por meio de aplicagdo do sistema de identificagdo automadtica microbiana
Vitek/Vitek2, outro sistema de identificagdo aprovado, ou por meio da realizagdo de
reacdes bioquimicas ou de cultura adequadas.

Tabela 1. Reacdes observadas no adgar TSI

Reacao Explicacdo

Fundo acido (amarelo), inclinagcdo alcalina|Glicose fermentada

(vermelha)

Acido em todo o meio, fundo e inclinacdo|Lactose ou sacarose, ou ambas,
amarelos fermentadas

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

dividido

Escurecimento no fundo Sulfeto de hidrogénio produzido

Fundo e inclinacdo alcalinos (meio|Nenhum dos trés agticares fermentado
totalmente vermelho)

Observacdo 10
Enumeracéao e Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Equipamentos e materiais

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

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

Papeis de filtro.

Solugdo tampado de fosfato estéril, pH 7,2 (USP ou equivalente)

Placas de agar cetrimide com meio pronto, estéreis, (dgar 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 e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulagao e transfira 10 g para 90 ml de solugdo tampao de
fosfato estéril USP. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulagao.

Em duplicata, transfira por¢des de 1 ml (0,1 g de WG) da suspensdo para a superficie
das placas de agar cetrimide. Espalhe o in6culo uniformemente sobre a superficie das
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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 confirmatdrios.

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 al¢a de fio de platina ou uma espatula de madeira estéril, transfira uma
por¢do da colonia suspeita para uma area de reagdo oxidase DrySlide®. Espalhe o
in6culo na area de reacdo em um tamanho de 3 a 4 mm.

Examine a area de reacao depois de 20 segundos. Reacdo positiva: os organismos
produzem uma coloragdo roxa ou escura dentro de 20 segundos. Reacdo negativa: os
organismos nao produzem nenhuma mudanga 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
coloracdo roxa ndo se desenvolva dentro de 30 segundos, o resultado ¢ negativo.

iil. Caso seja necessario, confirmacao adicional pode ser obtida por meio de
testes bioquimicos ou de cultura adequados para a identificacdo de bacilos oxidase-
positivos, Gram-negativos ¢ ndo fermentadores.

Observagdo 11

Enumeracéo 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.

Solugdo tampao de fosfato esteéril, pH 7,2 (USP ou equivalente).

Agar vermelho violeta bile com 4-metil-umbelifenil-p-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 o saco que contém a formulagao e transfira 10 g para 90 ml de solucdo tampao de
fosfato estéril. Misture bem para desintegrar e dispersar a formulagdo. Caso necessario,
dilua ainda mais com solug¢do tampao de fosfato estéril, misturando completamente,
para que 1 ml renda ndo mais que 300 coldnias.

Em duplicata, transfira 1 ml da suspensao (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 suspensao com o agar por meio de rotacdo das placas
em uma direcdo e depois na diregdo oposta. Deixe que o conteudo 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 colonias 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 confirmatdrios. Caso
seja confirmada como E. coli, conte o nimero de colonias MUG-positivas e calcule a
contagem média para as duas placas. Nao conte as coldnias de coliformes que ndo sdo
E. coli, que também podem produzir colonias vermelhas com precipitado de bile, mas
sdo MUG-negativas.

Testes confirmatdrios

i. Colonias que sdo presumivelmente de E. coli devem ser confirmadas por meio do
sistema de identificacdo automadtica microbiana Vitek ou por meio de realizacdo de
outros testes bioquimicos ou de cultura adequados para confirmar a presenga de E. coli.

Observagao 12
O teste deve ser conduzido com a formulagdo a 0,67 g/ml em agua, o que excede a taxa

mais alta de uso recomendada pelo fabricante. O teste deve ser conduzido em agua
padrdao D CIPAC.

Observacdo 13

Bioensaio ¢ o Unico método totalmente confidvel para medir o teor (biopoténcia) de
ingrediente ativo ainda em suspensdo. No entanto, métodos mais simples, tais como
determinagdo 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 arbitro.

Observacdo 14

A medic¢ao 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 agua das amostras podem influenciar de maneira
significativa a pulveruléncia.

O método optico, 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 correlagdo estiver em duvida, ela pode ser
verificada com a formulacdo a ser testada. Em caso de contestacio, o método
gravimétrico deve ser usado.

Observagéo 15

Testes para verificar contaminantes bacterianos (clausulas 4.1-4.4) ndo sfo
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¢des normais de armazenamento.

Observacdo 16

Amostras representando “antes” e “depois” do teste de estabilidade no armazenamento
devem ser testadas concomitantemente apos o teste, a fim de minimizar a variacdo 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 duracdo 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.

ESPECIFICACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA SAUDE PUBLICA
Bacillus thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM65-52, GRANULOS
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Especificagado OMS 770/GR (outubro de 2012)

A presente especificacdo, que é a PRIMEIRA PARTE desta publicagdo, é baseada em
uma avaliagdo de dados apresentados pelo fabricante, cujo nome estd listado no
relatorio de avaliagdo (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 especificacdo. A especificagdo pode ndo ser
adequada para produtos de outros fabricantes. O relatorio de avaliagdo (770/2011),
como a SEGUNDA PARTE, forma parte integral desta publicagdo.

1  Descricdo (Observagao 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
distribuicdo estreita de particulas (Observagao 3), destinados para aplicagdo direta nos
habitats das larvas de mosquito. A formulacdo deve ser seca, livre de matéria estranha
visivel e carogos, de fluxo livre, essencialmente isenta de p6 e destinada para aplicagdo
manual ou por méaquina.

2 Ingrediente ativo (Observagdo 1)

2.1 Identidade

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

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

A atividade biologica (biopoténcia) do Bacillus thuringiensis ssp. israelensis cepa
AM65-52 ndo deve ser menor do que 200 unidades toxicas internacionais/mg, quando
determinado pelo método descrito na Observagao 5.

3 Impurezas relevantes (Observagdes 1 e 6)

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

4.1 Staphylococcus aureus (Observagao 7)

Staphylococcus aureus nao deve ser detectado quando testado pelo método descrito na
Observacao 7.

4.2 Espécies de Salmonella (Observagio 8)

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

4.3 Pseudomonas aeruginosa (Observagao 9)

Pseudomonas aeruginosa nao deve ser detectado quando testado pelo método descrito
na Observacgao 9.

4.4 Escherichia coli (Observagao 10)

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

5 Propriedades fisicas (Observagédo 1)

5.1 Faixa de pH (MT 75.3, CIPAC Handbook J, p.131, 2000) faixa de pH: 4,5 a
7,0.

5.2 Densidade compactada e volumétrica (MT 186, CIPAC Handbook K, p.151,
2003) Densidade volumétrica: 0,6 a 0,7 g/ml.

Densidade compactada: 0,7 a 0,8 g/ml.

5.3 Faixa de tamanho nominal (MT 170, CIPAC Handbook F, p.420, 1995)
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Nao menos que 900 g/kg da formulacao deve estar dentro da faixa de tamanho entre 841
€ 2000 pm.

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

55 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) (Observagado 12)

Apds o armazenamento por 14 dias a 54 + 2°C, a média determinada de biopoténcia ndo
deve ser menor que 70%, em relagdo a média determinada encontrada antes do
armazenamento (Observagdo 13), e a formulagdo 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).

Observagdo 1

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
ndo 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 condi¢des
assépticas.

Observagdo 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.

Observacao 4
Identificacao de Bti cepa AM65-52

A identificagdo ¢ baseada nos testes a seguir.

(1) 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.
(ii1) Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico para as endotoxinas.

No teste (i), a coloragdo de Gram ¢ um teste bacterioldgico utilizado universalmente e
ndo ¢ 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. Observagdo microscopica de esporos e cristais aderentes (irregularmente redondos)
apoia a identificacdo como Bt, mas ndo 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¢do com o teste (i), mas, em casos de
duvida, todos os testes devem ser conduzidos.
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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 nao 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 esporulagio. Os cristais contém 4 proteinas principais'?,
designadas como Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa e Cytl Aa.

Os cristais sdo extraidos da formulagdo por agitacdo, centrifugacdo e lavagem. As
proteinas dos cristais sdo dissolvidas e desnaturadas (perdendo suas estruturas
secundaria e tercidria) e os pesos moleculares sdo determinados pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE), com base
no método de Laemmli ez al.’, conforme modificado por toxinas Bt por Brussock &
Carrier”.

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

Apos a coloracdo 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 sodio de Laemmli
(SDS-PAGE); resolucao de géis de 10% de acrilamida ou um gradiente linear de cerca
de 5-20% ¢ adequada.

Banho em dagua 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
carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21 kDa) e mioglobina (17 kDa). Exemplos de
kits de calibragdo comercialmente disponiveis s3o 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 padrao de calibragdo deve
ser preparado em um tampao de amostra 2X Laemmli.

! 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 [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
of bacteriophage T4 [Clivagem de proteinas estruturais durante a montagem da cabeca
do bacteriofago 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-
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sulfato de sodio - eletroforese em gel de poliacrilamida para quantificar Bacillus
thuringiensis d-endotoxinas]. Capitulo em: Quimica analitica de Bacillus thuringiensis.
ACS Symposium Series. (Hickle, L.A. e W.L. Fitch. eds.) 78-87.

Solugdo de dcido etilenodiaminotetracético (EDTA), 5 mM em agua, pHS8. Cloreto de
sodio / solugcao EDTA, NaCl/EDTA, 1 M/5 mM em agua, pH 8. Solugdo de hidroxido
de sodio, 0,1 M em agua.

Solugdo tampao 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.

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

Metanol/acido acético, agua contendo 25% de metanol e 10% de acido acético glacial
(ou utilizar um sistema de coloracdo baseada em Coomassie comercialmente

disponivel).

Agua deionizada. Micropipeta.

Método

1. Pese aproximadamente 1 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 granulos na solugdo por 30 minutos.
il. Retire uma aliquota de 200 pl da suspensdo, evitando granulos, e passe
para um tubo limpo de micro centrifuga.

1il. Adicione 1 ml da solugdo 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.

1v. 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
solugdo 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.

vii. 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 insoluveis. 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 padrao de calibra¢do de peso molecular em tampao 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 posicoes das principais bandas distintas na amostra em relagao

ao padrdo de calibragdo do peso molecular. Espera-se que as endotoxinas Bti da cepa
AMG65-52 produzam bandas em posicdes correspondentes a aproximadamente 135, 70 e
28 kDa.

Teste de identidade (iii), eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidico.
Principio
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Os esporos Bti sdo separados da formulagdo, cultivados em caldo Luria, depois lisados e
centrifugados para remover insoliveis. Apds a precipitacdo plasmidica com etanol em
baixa temperatura e a centrifugagao, as proteinas residuais e 0 RNA sdao removidos com
proteinase e Rnases, respectivamente. O DNA plasmidico ¢ separado por eletroforese
em gel de agarose e visualizado por meio de fluorescéncia com brometo de etidio sob
luz UV. Nessas condi¢des, 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 ultima contém os genes da toxina Bti. Os componentes 68 e 75 MDa geralmente
aparecerdo como uma banda acima da camada de esfregaco cromossdmico. Outros
plasmideos que se sabe da presenca sdo as bandas 105 e 135 MDa, que sdo muito
grandes para isolar facilmente.

Equipamentos e materiais

Incubador, 37°C.

Banho de 4gua, 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
instrugdes do fabricante e esterilizado em autoclave.

Agua, duplamente destilada.

Acido cloridrico, concentrado.

Acido acético, glacial.

Solugao tampao 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 dgua até atingir
1 litro.

Solugdo de cloreto de sodio, 5 M. Dissolva 2922 g de NaCl em agua, e complete até
atingir 1 litro.

Solugdo EDTA, 0,5 M em é4gua, 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
dissolu¢do), ajuste ao pH 7,2 com algumas gotas de HCI concentrado e complete com
agua até atingir 1 litro.

Solugdo tampdo TES. Dilua uma mistura de 3 ml de tampao tris, 1 ml da solu¢do EDTA
e 1 ml da solu¢ao NaCl (conforme descrito acima) em 100 ml com agua.

Meio de sacarose. Dilua 12,50 g de sacarose junto com 1 ml da solu¢do NaCl e 2,5 ml
da solucdo tris em 50 ml com 4gua.

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

Solugdo de acetato de sodio. Dissolva 40,81 g de acetato de soédio 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.
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Solugdo tampao Tris-borato. Dissolva 108 g da base tris, 55 g de 4cido boérico e 5 ml da
solugdo EDTA em cerca de 800 ml de agua, ajuste ao pH 8,3 e dilua a 1 litro (10X o
tampao de tris-borato). Dilua 1+9 com 4gua para produzir 1X o tampao de tris-borato.

Solugdo de lisozima. 50 mg/ml em meio de sacarose.
Etanol, 100% e 70% de solugdo aquosa, resfriada a 4°C.
Solu¢cdo RNase T1, 100 U/ml.

Solugdo RNase A, 10 mg/ml.

Solugdo Proteinase, 10 mg/ml.

Géis agarose. Prepare 0,8% dos géis em solugdo 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 agar para end plugs, se necessario. Quando o gel
se solidificar, cubra minimamente sua superficie com a solugdo tampao 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%.

Solugdo de brometo de etidio, 5 pg/ml em dgua (observacdo: utilizar luvas de borracha
nitrilica para manusear a solucao e os géis tratados).

Ldampada UV, para visualizagdo das bandas de DNA.

Método

1. 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 condigdes 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.

1il. Sedimente as células em uma centrifuga de bancada a velocidade méaxima
por 15 minutos, e descarte o sobrenadante.

1v. Adicione 1 ml de solugdo tampao TES, vortex para ressuspender o

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

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

Vi. Adicione 48 pl da solu¢ao de NaCl, 12 ul da solugdo EDTA e 260 ul da
solugdo 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 pl do
sobrenadante para outro tubo de micro centrifuga.

vii. Adicione 33 pl de solugdo de acetato de sodio e 680 ul de etanol 100%
frio, vortex para misturar e coloque no freezer por > 1 hora. Centrifugue a 5°C por 15
minutos, e descarte o sobrenadante.

viil. Adicione aproximadamente 200 pl de etanol 70% frio, vortex para
misturar, depois centrifugue a 5°C por 10 minutos, e descarte o sobrenadante. Seque o
sedimento em um secador a vacuo por cerca de 30 minutos. Adicione 200 pl da solucao
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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.

1X. Adicione 2 pl de solucdo RNase e 2 pl de solucdo RNase A, misture e
incube a mistura a 37°C por 30 minutos. Adicione 20 pl de solucdo proteinase e incube
a mistura a 37°C por 1 hora.

X. Misture 15 pl da solugdo amostra com 3 pl 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 instru¢des do fabricante, em um pogo
adjacente.

Xi. Submeta o gel a 50V por cerca de 15 minutos. Desligue a tensdo antes de
remover o excesso da solucdo 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 desligé-la e retira-la do gel.

xil. Core o gel com a solucdo de brometo de etidio por 20 minutos, com
agitacdo suave. Descore o gel em solugdo tampao 1X tris-borato por 20 minutos,
trocando a solucdo tampao 3 vezes durante esse tempo. Coloque o gel sob uma lampada
UV e fotografe-o. A cepa AM65-52 Bti de plasmideos deve produzir 5 bandas
fluorescentes abaixo do esfregaco cromossomico e, dependendo da qualidade de
separagdo do gel, 1 banda pode aparecer acima do esfregaco cromossdmico. Devido a
possiveis mudangas de conformacdo de formas super enroladas a relaxadas do
plasmideo durante a preparagdo, os tamanhos reais dos plasmideos sdo melhor
determinadas por comparagdo 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.

Observagéo 5

Determinacéo de biopoténcia

Principio

A biopoténcia ¢ medida em unidades téxicas internacionais (U.T.I.) por mg do produto.
A biopoténcia ¢ testada por comparacdo da mortalidade das larvas de mosquito
produzida pelo produto em teste com a mortalidade produzida por um po6 seco de
pulverizacdo de referéncia de Bacillus thuringiensis subesp. israelensis, utilizando
larvas de quarto instar de Aedes aegypti (cepa Bora Bora). A toxicidade (U.T.I./mg) dos
produtos testados ¢ determinada de acordo com a seguinte férmula:

U.T.I./mg de produto testado =
padrdo de referéncia U.T.I./mg x padrdo CLs, (mg/l)
CLso (mg/l) de produto testado
Equipamentos e materiais
Homogeneizador ou agitador top-drive Banho de gelo (recipiente de gelo picado)
Balanga analitica (precisdo de + 0,1 mg)

Balang¢a analitica de prato unico (precisao de = 10 mg), preferivelmente com facilidade
de tara.

Agua deionizada

O po de referéncia originalmente recomendado pela OMS para esse fim, IPS82 cepa
1884 do Instituto Pasteur, ndo estd mais disponivel. At¢ que um po6 de referéncia
internacional substituto seja disponibilizado, um padrao 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 padrao de referéncia da cepa AM65-52 foi calibrado
contra [PS82 cepa 1884 e possui uma biopoténcia de 7992 U.T.I./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

Metodo

(1) Producao de larvas de teste

Larvas L4 representam a sensibilidade total da populacdo alvo e sdo faceis de
manipular. E muito importante utilizar uma popula¢io homogénea de quarto instar, que
¢ obtida depois de cinco dias da eclosdo dos ovos, por meio de métodos padrdo de
criacao.

Ovos de Aedes aegypti sdo colocados em um copo forrado com papel de filtro e um
ter¢o cheio de agua 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 sao necessarias, o papel € imerso na agua sem cloro. Para sincronizar
a eclosdo, adicione alimento de larva na 4gua 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 sdo transferidas para um recipiente (25 x 25 x 10 cm) contendo 2 litros de agua
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 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 1 ou 2 dias de intervalo, e observar
diariamente. Caso a agua se torne turva, substitua toda a agua, filtrando as larvas e
transferindo-as para um recipiente limpo com 4gua limpa e alimento. De cinco a sete
dias depois, uma populacao homogénea de quarto instar (5 dias de vida e de 4 a 5 mm
de comprimento) deve ser obtida.

(i1) Preparacao das suspensdes de padrio de referéncia para calibracdo do
bioensaio

Antes de preparar a suspensdo, verifique que a agitagdo/mistura do agente
umidificante/mistura de agua, 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 aproximacao de 0,1 mg) do pd do padrao 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 cabeca 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 agitagdo/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 e o agitador/misturador. Adicione mais 4gua deionizada para
fazer com que o peso do conteudo chegue a 500 g (500 ml), tampe o frasco e agite
vigorosamente para misturar o conteido. Confirme, por analise microscopica de uma
pequena aliquota, se agregados de esporos e cristais ainda persistem. Caso haja, o
conteudo deve passar por mais agitacdo/mistura no banho de gelo. Essa
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suspensao/solucao primaria contém 1 mg/10 ml e deve ser agitada vigorosamente logo
antes de remover aliquotas.

Transfira 10 ml de aliquotas da suspensao/solugdo primaria para tubos limpos de 12 ml
que sejam tampados/fechados imediatamente. Caso esteja transferindo vérias aliquotas,
tampe e agite a suspensdo/solucdo primaria em intervalos de ndo mais que 3 minutos,
porque os esporos € 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 1 mg do po6 padrao.

Para preparar uma “solu¢cdo 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 “solugao mae” contém 10 mg/I.

A partir da “solugdo mae”, diluigdes subsequentes sdo preparadas diretamente em copos
de plastico cheios (por pesagem) com 150 ml de 4gua deionizada. Para cada copo, 25
larvas L4 de Aedes aegypti sdo adicionadas primeiro por meio de uma pipeta de Pasteur,
antes da adi¢do das suspensdes bacterianas. O volume de agua 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 ul, 450 ul, 300 pl, 150 pl, 120 pl e 75
ul de “solucao mae” sdo adicionados a copos separados e as solu¢des misturadas para
produzir concentragdes finais de 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,008 e 0,005 mg/l,
respectivamente, do p6 de padrao de referéncia. Quatro copos replicados sdo utilizados
para cada concentragdo ¢ um para controle, que contém apenas 150 ml de agua
deionizada.

(ii1) Preparagdo 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 solugdo 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
dilui¢do subsequente da mesma maneira descrita acima para o pd de padrio de
referéncia, com a diferenca que as determinagdes de replicatas devem ser feitas sobre
diluigdes preparadas por pesagem de porgdes de teste separadas do produto. Ou seja,
quatro replicatas da suspensdo/solu¢do primaria devem ser preparadas. Copos e larvas
sdo preparados conforme descrito acima e diluigdes comparaveis sdo preparadas para o
padrao de referéncia.

(iv) Determinacao 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 padrao 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 sdo usadas). Dados que apresentam 0 ou 100% de mortalidade sdo
ignorados para o calculo de CLsy. Para preparar uma curva de dose-resposta valida,
apenas concentragdes que apresentam mortalidade entre 95 ¢ 5% devem ser usadas.
Dentro dessa faixa, um minimo de duas concentragdes deve estar acima da CLs, e duas
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 dilui¢des seja usada).

Para verificar as assinaturas va ao site https://www.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o cddigo 58B3-C73F-3D66-1747.

Este documento foi assinado digitalmente por Leonardo Pinto Andrade De Abreu.



LEONARDO PINTO ANDRADE DE ABREU - Tradutor Publico - JUCEPAR n? 12/200-T - CPF/MF 085.092.767-65
Rua Padre Anchieta, 1691 - (j. 1108 - Bigarrilho - Curitiba - Parond - Brasil - CEP 80730-000. Tel.: +55 41 3296-7136 - Email: contato@leonardoabreu.com.br

A mortalidade ¢ determinada em 24 ¢ 48 horas, por meio de contagem das larvas vivas
remanescentes. Caso ocorra pupacdo, as pupas devem ser removidas € seus nimeros
excluidos dos calculos. Caso mais de 5% das larvas entre na fase de pupa, o teste ¢
invalidado, porque as larvas ndo ingerem 24 horas antes da pupacdo e muitas larvas
podem ter sobrevivido simplesmente porque eram muito velhas. Por causa da répida
acao 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 e proporciona
uma verificacdo sobre a possivel influéncia de fatores que ndo facam parte dos
componentes de Bti.
Caso a mortalidade no controle exceda 5%, as mortalidades dos grupos tratados devem
ser corrigidas de acordo com a féormula 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 nio 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 regressdo mortalidade-concentra¢do
podem ser desenhadas em papel gausso-logaritmico, mas isso é bastante subjetivo. E
preferivel utilizar um programa estatistico, tal como SAS, que incorpora Analise Log-
Probit. Com tal programa tao estatistico, a formula de Abbott ndo é necessaria porque a
correcao ¢ automaticamente realizada pelo programa. A toxicidade ¢ determinada pela
estimativa e comparagdo da CLsy do produto testado com as preparagdes do padrio de
referéncia, por meio da féormula descrita acima. A toxicidade ¢ definida pela contagem
em 24 horas apo6s o inicio do teste.
Para mais precisdo, os bioensaios devem ser repetidos em, pelo menos, trés dias
diferentes, concomitantemente com o ensaio do padrdo de referéncia, e o desvio padrao

dos meios calculados. Uma série de testes ¢ valida caso um desvio padriao relativo
(DPR) seja < 25%.

Observacdo 6

Demonstrou-se que beta-exotoxina (um nucleotideo termoestavel composto de adenina,
glicose e 4acido Allaric) ndo ocorre nos produtos do fabricante identificado no relatério
de avaliacdo 770/2006, ¢ é improvavel 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 er al.*, deve ser designada como impureza
relevante e uma cldusula seria necessaria para limitar sua concentragao.

Observacao 8

Enumeracéo e Identificacdo de Staphylococcus aureus
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

Placas de dagar estéreis e com meio pronto 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 precaugdes de assepsia € manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulacdo e transfira 10 g para 90 ml de caldo digestao
caseina de soja com Tween-20 1% (pré-aquecido a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar e dispersar a formulacao.

Em duplicata, transfira 1 ml da suspensdo (0,1 g de GR) para a superficie das placas de
agar. Espalhe o inoculo uniformemente sobre a superficie e deixe que afunde na
superficie do adgar. Cubra, inverta e incube as placas por 21-26 horas antes de examina-
las.

S. aureus forma colOnias 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 confirmatodrios.

Testes confirmatorios

1. Realize marca¢do gram em uma colonia tipicamente suspeita de cada
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¢ao, realize o teste a seguir.

1l Teste de coagulase. Utilizando uma alga de inoculagdo estéril, transfira
uma por¢ao da colonia 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 ap6s 3 horas
e depois em intervalos adequados por um total de 24 horas. Os controles positivo e
negativo devem mostrar coagulacao e nao coagulacao, respectivamente. Caso o teste da
coldnia suspeita ndo mostre coagulacdo visivel, pode-se concluir que ndo ha coagulase
positiva de S. aureus.

Observacao 8

Deteccéo 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 R.PM., 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.

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

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

Solugdo verde brilhante, USP (1:1000 solug@o aquosa preparada e armazenada a 2-8°C)
Solugdo 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), 10 ml em tubos de ensaio tampados. Para cada tubo de 10 ml de caldo
tetrationato, adicione 0,1 ml da solucdo verde brilhante preparada; misture, depois
adicione 0,2 ml da solugao iodo-iodeto preparada. Misture.

Procedimento

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

Abra o saco que contém a formulacdo 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 formulacdo 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 e 10 ml de caldo fluido
tetrationato contendo solucao iodo-iodeto e solugao verde brilhante. Misture e incube os
tubos inoculados por 18-24 horas.

Utilizando uma al¢a de inoculacdo, 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 colonias de Salmonella exibem as caracteristicas a seguir.

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

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

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

Testes confirmatorios

1. Caso coldnias que se encaixam em qualquer uma das descrigdes 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
descri¢do, prossiga para o teste confirmatorio (ii), abaixo.

. Com uma al¢a ou agulha de inoculagdo, transfira material das colonias
suspeitas para um tubo inclinado contendo agar triplice acgticar ferro (TSI). Primeiro,
perfure a superficie com a agulha/alga, 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 4cido, e algumas espécies também produzem gas e H,S (Tabela 1).

O tubo, caso positivo para Salmonella, apresentara uma inclinagao alcalina (vermelha) e
um fundo é4cido (amarelo), com ou sem o escurecimento do fundo devido a producao de
H,S. Caso a presenca de Salmonella seja indicada, prossiga para a identificagdo do
organismo por meio de aplicagdo do sistema de identificagdo automdtica microbiana
Vitek/Vitek2, outro sistema de identificagdo aprovado, ou por meio da realizagdo de
reacdes bioquimicas ou de cultura adequadas.

Tabela 1. Reagdes observadas no agar TSI

IReagdo [Explicagio \
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Fundo acido (amarelo), inclinagdo alcalina|Glicose fermentada

(vermelha)

Acido em todo o meio, fundo e inclinacdo|Lactose ou sacarose, ou ambas,
amarelos fermentadas

Bolha de gis no fundo, meio as vezes|Cultura aecrogénica

dividido

Escurecimento no fundo Sulfeto de hidrogénio produzido

Fundo e inclinagdo alcalinos (meio/Nenhum dos trés acticares fermentado
totalmente vermelho)

Observacao 9
Enumeragéo e Identificagéo de Pseudomonas aeruginosa

Equipamentos e materiais

Balang¢a, com tara, capaz de pesar 10 g de £1%
Incubadora, controlada dentro da faixa de 35-37°C.
Papeis de filtro.

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

Placas de agar cetrimide com meio pronto, estéreis, (dgar 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 e manuseio durante todo o processo.

Abra o saco que contém a formulagao e transfira 10 g para 90 ml de solugdo tampao de
fosfato estéril USP com Tween-80 1% (pré-aquecida a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar e dispersar a formulacao.

Em duplicata, transfira por¢des 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 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 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 al¢a de fio de platina ou uma espatula de madeira estéril, transfira uma
por¢do da colonia suspeita para uma area de reagdo oxidase DrySlide®. Espalhe o
inoculo na area de reacdo em um tamanho de 3 a 4 mm. Examine a area de reacdo
depois de 20 segundos. Reacdo positiva: os organismos produzem uma coloragio roxa
ou escura dentro de 20 segundos. Reagdo negativa: os organismos niao produzem
nenhuma mudanga 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
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em uma cultura de referéncia P. aeruginosa, como controle positivo. Caso uma
coloracdo roxa ndo se desenvolva dentro de 30 segundos, o resultado ¢ negativo.

1il. Caso seja necessario, confirmagao adicional pode ser obtida por meio de
testes bioquimicos ou de cultura adequados para a identificagdo de bacilos oxidase-
positivos, Gram-negativos e ndo fermentadores.

Observacao 10
Enumeracéo 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 4-metil-umbelifenil-p-D-glicuronideo (d4gar VRB com
MUG) (Difco 229100 ou equivalente).

Placas de Petri estéreis.

Método

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

Abra o saco que contém a formulacdo e transfira 10 g para 90 ml de caldo digestao
caseina de soja com Tween-20 1% (pré-aquecido a NMT 45°C). Misture bem para
desintegrar e dispersar a formulacdo. Caso necessario, dilua ainda mais com solugdo
tampao de fosfato estéril, misturando completamente, para que 1 ml renda ndo mais que
300 coldnias. Em duplicata, transfira 1 ml da suspensdo (0,1 g de GR, caso a suspensao
ndo 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 suspensao com o agar por meio de rotagao das placas
em uma dire¢cdo e depois na direcdo oposta. Deixe que o conteudo solidifique em
temperatura ambiente, inverta as placas e 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 colonias 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 numero de colonias MUG-positivas e calcule a
contagem média para as duas placas. Nao conte as colonias de coliformes que nao sao
E. coli, que também podem produzir colonias vermelhas com precipitado de bile, mas
sao MUG-negativas.

Testes confirmatorios

i. Colonias que sdo presumivelmente de E. coli devem ser confirmadas por meio do
sistema de identificacdo automadtica microbiana Vitek ou por meio de realizacdo de
outros testes bioquimicos ou de cultura adequados para confirmar a presenga de E. coli.

Observacdo 11

A medicao 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 agua das amostras podem influenciar de maneira
significativa a pulveruléncia. O método 6ptico, MT 171.2, normalmente mostra boa
correlacdo com o método gravimétrico, MT 171.1, e pode, portanto, ser usado como
alternativa quando o equipamento estiver disponivel. Quando a correlagdo estiver em
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duvida, ela pode ser verificada com a formulagao a ser testada. Em caso de contestagao,
o método gravimétrico deve ser usado.

Observagéo 12

Testes para verificar contaminantes bacterianos (clausulas 4.1-4.4) ndo sfo
especificados apdés 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 condigdes normais de armazenamento.

Observacdo 13

Amostras representando “antes” e “depois” do teste de estabilidade no armazenamento
devem ser testadas concomitantemente apds 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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Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 770/2012

Recomendacéao

A Reunido recomendou que a nova especificagdo para granulos de Bacillus
thuringiensis subespécie israelensis (Bti) cepa AMG65-52, proposta por Valent
BioSciences e 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 AM65-52 (Bti AM65-52). O produto
¢ um larvicida bacteriano destinado a ser aplicado diretamente nos habitats de larvas de
mosquito em corpos de dgua abertos, mas o produto ndo ¢ destinado para uso contra
recipientes de reproducdo de mosquitos ou para adicdo a dgua potavel (ver abaixo). O
produto foi testado e recomendado pela WHOPES em 2012 (OMS 2012).

Identidade, clausula de descricdo
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Conforme explicado no relatério 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 nao ¢ isolado. Portanto, ndo se pode
fazer referéncia a TC ou TK propriamente ditos na clausula de descri¢do. A cldusula de
descri¢ao faz referéncia a aplicacdo de granulos por maquina, enquanto que Bti AM65-
52 na formulagdo GR pode ser aplicado tanto por maquina quanto manualmente.

Testes de identidade, teor do ingrediente ativo, agua como impureza relevante e
contaminantes bacterianos

Os testes de identidade sdo baseados em uma série de testes cada vez mais complexos, a
comecar por uma simples andlise microscopica até os mais exigentes testes de
eletroforese, e sao 0os mesmos que sdo realizados para a formulacao WG.

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

Assim como na formulagdo 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 patégenos humanos no produto de uso final Bti AM65-52
sdo considerados impurezas relevantes, o que pode aumentar ou estender o risco do
produto e, portanto, tem de ser limitados a um determinado nivel.

A auséncia de trés diferentes patdgenos deve ser verificada (sem deteccao de espécies
de Staphylococcus aureus, Salmonella e Pseudomonas aeruginosa) quando amostras do
produto sdo examinadas por técnicas microbioldgicas classicas sobre meio seletivo e
contagem de colonias. Tolera-se um maximo 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 distribuicdo de tamanho de particulas utilizando MT 170 foram
expressados em malha em vez de ym, o que foi mais tarde corrigido. A formulagdo ¢
quase isenta de p6, mas o limite para resisténcia ao atrito de 97% foi considerado um
tanto baixo e questionado pela Reunido. O fabricante explicou que os granulos sdo
bastante macios para garantir uma liberacao rapida de Bti, cepa AM65-52 dos granulos,
o que foi aceito pela Reunido. A biopoténcia apds estabilidade de armazenamento
acelerada mostra uma diminui¢do mais pronunciada na formulacdo GR (um minimo de
70% permanecendo apos 2 semanas a 54°C) em compara¢ao com 84% na formulagao
WG. O fabricante explicou que a formulagdo GR possui uma composi¢ao diferente do
que a formulagdo WG e aparentemente a diminui¢do na biopoténcia estd relacionada a
algumas atividades cataliticas de adjuvantes sobre as proteinas inseticidas. A Reunido
aceitou a explicacao.

Assim como com a formulacdo WG, ndo se espera que os contaminantes bacterianos
aumentem no armazenamento, portanto a cldusula para limitar a ocorréncia de E. coli
apods o armazenamento foi considerada desnecessaria.

Propriedades fisicas da formulacdo WG

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

ESPECIFICACOES E AVALIACOES DA OMS PARA PESTICIDAS USADOS NA
SAUDE PUBLICA

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis cepa AM65-52

RELATORIO DE AVALIACAO FAO/OMS 770/2006

Recomendacéao

A Reunido recomendou que:

(1) a especificagdo para Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) cepa
AMG65-52, 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 especificacdo 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 especificacdo 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 populacdo natural de Bacillus thuringiensis.

Bti AM65-52 nao ¢ patenteado.

Muitos dos parametros fisico-quimicos utilizados para caracterizar produtos quimicos
naturais e sintéticos sdo inadequados para microrganismos, tais como Bti, mas os
principios que fundamentam as especificacoes da FAO e da OMS para pesticidas
permanecem aplicaveis a produtos baseados em organismos vivos.

Bti AM65-52 WG ¢ formulado a partir do ingrediente ativo em um sistema fechado,
sem nenhum isolamento do produto técnico, e por isso uma especificagdo do ingrediente
ativo de grau técnico correspondente nao foi proposto e nem seria pratico. Dados de
apoio sobre riscos, produzidos por meio de Bti A65-52 de grau técnico especialmente
preparado, foram fornecidos pelo fabricante e a Reunido concordou que, nesse caso,
uma especificacdo poderia ser desenvolvida para a formulacdo WG na auséncia de uma
especificagdo 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 fabricacao,
dados das andlises de 5 lotes e a especificagdo de fabricacdo foram fornecidos a OMS.
A caracterizacdo quimica completa dos lotes de Bt nao foi possivel nem adequada e,
portanto, balangcos de massa ndo puderam ser estimados. Apenas informagdes 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 preocupag¢d@o. Embora uma comparagao detalhada
ndo possa ser realizada por razdes administrativas, a EPA US confirmou que os dados
fornecidos a OMS estavam alinhados com aqueles submetidos para registro nos EUA.

OMS/PCS informou que os dados sobre risco de Bti AM65-52 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 preocupacdo. A Reunido observou a auséncia de dados sobre mutagenicidade
de Bti AM65-52.

O fabricante declarou que a auséncia de exotoxina ou outros componentes de Bti que
sabidamente se ligam ao DNA levou autoridades regulatorias (UE, diretiva 2001/36/EC;
PMRA Canada 2001, Diretrizes para o Registro de Agentes e Produtos para Controle de
Pragas Microbianas) a decidir que testes de genotoxicidade ndo sdo necessarios para Bti
AM65-52.

A EPA US e o IPCS também concluiram que, com excec¢ao de irritacdo dérmica da pele
e dos olhos, nenhum dos estudos sobre riscos de Bt demonstrou qualquer risco claro a
saude humana, mesmo quando ele estd presente na dgua 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 avaliacdo.

Clausula de descri¢cdo e observacgdo do cabecalho

Conforme indicado acima, a clausula de descri¢do ndo pode fazer referéncia a um
ingrediente ativo de grau técnico correspondente, porque este ndo ¢ isolado. Por essa
razdo, ndo se pode aplicar a nota de cabecalho padrdo revisada (2006) para as
especificagdes da formulacio FAO/OMS (que ndo seja uma formulagdo de liberagdo
lenta), que permite que qualquer formulador utilizando TC/TK da fonte avaliada utilize
a especificacdo. Portanto, a nota de cabecalho anterior, restringindo a aplicagdo a
formulacao avaliada, foi mantida.

A cldusula de descri¢do padrao também foi aditada para refletir o fato de que a
formula¢ao WG seja aplicada diretamente a um corpo de dgua ou dispersada em agua
para aplicagao por pulverizacao.

Identificagdo e quantificagdo

Os esporos de AM65-52 na formulagdo WG ndo sdo inativados e, uma vez que a
proliferacao das células de Bti pode exercer um papel secundario na atividade bioldgica,
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 identificag¢do do ingrediente ativo é problematica. A analise microscopica das células
pode estabelecer se elas pertencem ao amplo grupo de bactérias em forma de bacilos
moveis e Gram positivos. De forma similar, a presenga de esporos e cristais de proteina
pode sugerir que as bactérias sejam Bti. Portanto, a anélise microscOpica proporciona
uma triagem inicial simples e rapida para identificacdo. Bti pode ser identificado pelo
antigeno flagelar (H-14), mas, infelizmente, anticorpos especificos bem caracterizados
(ou antissoros) nao estdo disponiveis comercialmente, e o fabricante nao foi capaz de
fornecé-los para o teste de rotina.

A producao de tais anticorpos esta além da capacidade da maioria dos laboratorios de
teste, mas, caso disponivel, eles podem ser usados para confirmar a presenca 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 aplicagdes
semelhantes.

As células e os esporos Bti s3o componentes necessarios do ingrediente ativo, mas o
nimero de células e/ou esporos Bti ndo ¢ necessariamente um bom indicador da
atividade larvicida de qualquer produto a base de Bt. Portanto, a Reunido concordou que
especificar um teor minimo para células ou esporos ndo ¢ necessario nem adequado para
a formulagdo WG. O IPCS concluiu (IPCS 1999) que os esporos e células Bti ndo
apresentam riscos significativos aos usuarios ou ao meio ambiente e, portanto, a
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Reunido concordou que ndo € necessario especificar valores maximos para o teor na
formulagdao WG.

O teor de proteinas de cristal inseticida pode ser determinado por HPLC. No entanto,
bioensaio, utilizando larvas de mosquito “padronizadas”, ¢ geralmente aceito como o
meio mais confiavel de se estabelecer o teor do ingrediente ativo. O bioensaio ¢ um
teste padrao da OMS, mas, infelizmente, o material de referéncia Bti recomendado pela
OMS para calibracao (IPS82 cepa 1884) nao estd mais disponivel. A Valent Biosciences
Corp. propos que a empresa deveria disponibilizar um padrao de referéncia da cepa
AMG65-52 para fins de teste da conformidade do produto com a especificacdo 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.I./mg. A
Reunido reconheceu que o padrao de referéncia da empresa nao foi calibrado e avaliado
independentemente, mas considerou-se que, at¢ que um po Bti de referéncia
internacional substituto seja disponibilizado, o padrdo de referéncia da Valent
BioSciences deve ser utilizado para testar a conformidade com a especificagao.

Impurezas relevantes

A Reunido concordou que o controle do teor de 4gua na formulagdo WG ¢ essencial
para a manuten¢do da qualidade do produto, e aceitou o limite proposto de 50 g/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 formulagdo WG de Bti AM65-52 em consideracao ¢
regularmente testada quanto a presenca de beta-exotoxina, mas que ela nunca foi
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 esta disponivel para o ensaio de beta-exotoxina.

Contaminantes bacterianos

A Reuniao buscou o conselho da OMS/PCS sobre as clausulas de especificacdo para
limitar contaminantes bacterianos (ou seja, bactérias que ndo sejam AM65-52), para
resolver diversas questdes. Ao contrario da maioria dos pesticidas formulados
sinteticamente, a formulacdo WG de Bti AM65-52 forma um meio no qual, na presenca
de agua, diversas bactérias podem se proliferar. Taxas de proliferacao seriam altamente
dependentes das condig¢des locais, e, portanto, impossiveis de prever em qualquer
aplicagcdo em particular, mas a formulagdo WG ¢ destinada para uso em fontes de agua
potavel.

Embora se possa argumentar que os proprios usudrios também sao fontes provaveis de
contaminag¢do bacteriana, a WHO/PCS informou que bactérias patogénicas importantes
devem ser controladas em qualquer produto que possa ser adicionado a dgua potavel.

Em termos de espécies a serem controladas, o fabricante prop0s inicialmente cldusulas
para Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
coliformes totais, espécies de Salmonella e enterococos totais. A OMS/PCS considerou
que clausulas para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e espécies de
Salmonella sdo essenciais. A OMS/PCS também considerou que uma clausula para
Escherichia coli também ¢é necessaria, dada a alta patogenicidade de determinadas
cepas. Uma vez que os coliformes totais e os enterococos totais de E. coli proporcionam
marcadores adequados de contaminagdo fecal, o 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 a proposta de
uma clausula para Clostridium perfringens, mas foi explicado que essa espécie ¢
incapaz de se proliferar no meio utilizado para cultivar Bti AM65-52. Portanto, a
Reunido concordou que clausulas eram necessarias para o controle de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, espécies de Salmonella e Escherichia coli.

Estabelecer limites adequados para tais contaminantes bacterianos foi particularmente
problematico. Os limites da OMS para a presenca e quantidade de bactérias na agua
potavel estdo disponiveis apenas para E coli (como um indicador de contaminacdo
fecal). Naturalmente que, como a formulacdo WG de Bti AM65-52 nao ¢ destinada para
consumo direto, ¢ dificil fazer uma comparagdo com o padrdo estabelecido para dgua
potavel. Amostragem, a quantidade de testes replicados e o calculo das concentragdes
bacterianas também foram pontos em que comparacdes entre dgua potavel e o uso da
formulagao WG de Bti AM65-52 se provaram problematicos.

Por fim, e de forma pratica e pragmatica, a OMS/PCS, o fabricante ¢ a Reunido
concordaram que os limites para Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
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 cendrios
de provavel uso e exposicdo, 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 padrdo
para bactérias.

Propriedades Fisicas

As clausulas, limites ¢ métodos de teste propostos para propriedades fisicas da
formulacdo 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 formulacao WG
armazenado a -18, +20 e +25°C por 6, 12, 18 e 24 meses, mas a Reunido de 2004
concordou que era necessario um teste de estabilidade acelerada no armazenamento.

A Reunido reconheceu que uma simples extrapolacdo desses dados, utilizando a
equacdo de Arrhenius, seria completamente inadequada para uma mistura tio complexa
como a formulacio WG de Bti AM65-52, por causa da miriade de reagdes (em sua
maioria) desconhecidas envolvidas na degradagdo. Portanto, o fabricante conduziu
estudos sobre amostras da formulagdo WG do padrao, dentro da especificagdo, a 54°C
por até 4 semanas, englobando o periodo padrdo de 2 semanas do CIPAC MT 46.3.
Apos 2 e 4 semanas a 54°C, a poténcia da formulagdo WG diminuiu em 15-16% e 21%,
respectivamente, embora tenha permanecido acima do minimo especificado de 2700
U.T.I/mg. Apoés 1 e 2 semanas a 54°C, as propriedades fisicas nao foram
significativamente alteradas. O fabricante propds um limite de 84% para retencdo da
poténcia apds 2 semanas a 54°C, sem mudanga nas propriedades fisicas, e isso foi aceito
pela Reunido.

Com base no conselho recebido da OMS/PCS e 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 condi¢des normais.

INFORMAGCOES DE APOIO PARA O RELATORIO DE AVALIACAO 770/2006
Viséo geral das utilizagdes
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Inicialmente, produtos a base de Bt convencionais foram direcionados primariamente
contra pragas lepiddpteras de culturas florestais e de agricultura, mas cepas Bt ativas
contra pragas coleOpteras estdo agora disponiveis. Cepas do Bti ativas contra vetores
dipteros de doengas parasitas e virais sao usadas em programas de saude publica. Bti
AM65-52 ¢ utilizado em aplicagdes de saude publica, para controlar as larvas de
mosquitos e borrachudos, cujos adultos sdo vetores de doencas. A atividade de Bti
AMG65-52 contra as larvas de mosquitos Aedes, Culex, Anopheles ¢ Uranotaenia foi
demonstrada hd muitos anos (Golberg & Margalit 1977).

Geralmente, as formulagcdes Bt podem ser aplicadas em folhagens, solo, ambientes
aquaticos e em unidade de armazenamento de alimentos e d4gua. Formulado como WG,
Bti AM65-52 ¢ destinado para o controle de mosquitos em agua potavel ou nao potavel
e pode ser dispersado em agua antes ou depois da aplicagao.

A maioria dos produtos a base de Bt, incluindo a formulacio WG de Bti AM65-52,
contém proteinas cristalinas com agdo inseticida e esporos vidveis, mas em
determinados produtos a base de Bti os esporos sdo inativados.

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

Identidade

Nome cientifico

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis, cepa AM65-52.

Abreviacoes

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 o cédigo 770 da CIPAC se aplica e o objeto da presente
avaliagao.

Codigo numérico CIPAC

770

Testes de identidade

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

(i) Analise SDS-PAGE do perfil de peso molecular dos cristais de proteina endotoxina.
(1i1) Analise de agarose-GE do perfil de plasmideo.

Definicdo do ingrediente ativo

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

Medicdo 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.I.)/mg de produto, relativos a
um material de referéncia Bti. Observacdo: o unico padrao de referéncia atualmente
disponivel ¢ a cepa AM65-52, lote n° 82-691-W5, da Valent BioSciences Corp., que
possui biopoténcia de 7992 U.T.I./mg.

Visdo geral da biologia de Bt (IPCS 1999)

Bt ¢ uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos, movel e anaerdbica facultativa
encontrada em solos, dgua, na superficie das folhas em diversas partes do mundo. As
subespécies Bt ativa coledpteros e lepidopteros sdo primariamente associadas com o
solo e o filoplano (superficie das folhas), enquanto a subespécie Bt ativa diptero sdo
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comumente encontradas em ambientes aquaticos. Esporos Bt sdo persistentes no meio
ambiente e o crescimento vegetativo ocorre quando as condi¢des sdo favoraveis e os
nutrientes estdo disponiveis. Apos a aplicagdo de uma subespécie Bt a um ecossistema,
os esporos e 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 os esporos sao
processadas biologicamente inativas dentro de horas ou dias.

Bt ¢ geneticamente semelhante a Bacillus cereus (Bc), mas distinguido pela formagao
das inclusdes cristalinas caracteristicas, adjacente ao endosporo, durante os estagios de
esporulacao III e IV. As inclusdes cristalinas parasporais consistem de uma ou mais
proteinas cristalinas com ac¢do inseticida (ICP) que s3o toéxicas a determinados
invertebrados, especialmente espécies de larvas de insetos que pertencem as ordens de
insetos Coleoptera, Diptera e Lepidoptera. Os cristais possuem diversos formatos
(bipiramidal, cuboide, romboide plano, esférico, ou compostos de dois tipos de cristais),
dependendo de sua composi¢cdo ICP. Os cristais de Bti cepa AM65-52 ocorrem como
inclusdes irregularmente redondas. A morfologia dos cristais, a composi¢cdo 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 sdo 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 unico gene cry. Os
tipos de genes cry podem ser especificos para Lepidoptera (cryl), Diptera e Lepidoptera
(cryll), Coleoptera (crylll), Diptera (crylV), ou Coleoptera e Lepidoptera (cryl),
designados de acordo com a classificacio de Hofte & Whiteley'.

As ICP de Bti e 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, Cryl1Aa e CytlAa, de acordo com a classificagdo de Crickmore ef al. (1998)°.

A maioria dos plasmideos com genes ICP ¢ prontamente transferida por conjugacao
entre as cepas Bt e 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 expressdo de ICP
dentro das células das folhas, mas esses ndo sao considerados nesta avaliacao.

' 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 [Revisdo da nomenclatura para os cristais de proteina
pesticida de Bacillus thuringiensis].

Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 807-813.Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa, e CytlAa
correspondem a CrylVA, CrylVB, CrylVD e CytA, respectivamente, de Hofte &
Whiteley 1989.

Para controle de insetos, Bt esporulado contendo ICP ou complexos de esporos ICP
deve ser ingerido por uma larva de inseto suscetivel. A ICP (que ¢ 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 e a formacdo de poros na
membrana, que ¢ seguida por consequente lise da célula. A mistura de conteudos da
hemolinfa e do intestino cria condi¢des favoraveis para a germinacdo de esporos de Bt e
proliferacao vegetativa, o que pode resultar em septicemia e contribuir para a causa da
morte. A ligacdo 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 antibidticos, 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; e subespécie thuringiensis, Btt). Beta-exotoxina ¢ um nucleotideo termoestavel
(MW 701) composto de adenina, glucose e acido Allaric, que inibe a polimerase do
RNA ao agir de forma competitiva com ATP. A sintese de RNA ¢ um processo vital em
todos os tipos de vida e, portanto, a beta-exotoxina € toxica para quase todas as formas
de vida, inclusive humanos e insetos alvo. A beta-exotoxina ndao ¢ produzida por
culturas puras de Bti.

Composicéo e propriedades
Tabela 1. Composicéo e propriedades de Bti AM65-52 formulado como WG
Processo de fabricacdo, dados sobre|Informacdes confidenciais fornecidas ¢

componentes, impurezas e|mantidas em arquivo pela OMS.
contaminantes

Teor minimo declarado de Bti AM65-|2700 U.T.I./mg

52

Impurezas relevantes > 1 g/kg e limites|Agua, 50 g/kg
maximos para elas
Impurezas relevantes < 1 g/kg e limites|nenhum
maximos para elas
Contaminantes microbianos relevantes|Staphylococcus aureus, ndo detectado Espécies
e limites maximos para eles de Salmonella, ndo detectadas Pseudomonas
aeruginosa, nao detectado

Escherichia coli, nao mais que 100 unidades
formadoras de colonia/g

Estabilizadores e outros aditivos enenhuma
limites maximos para eles
Resumo de riscos

Os testes padrdao de toxicidade cronica subaguda, utilizados para produtos quimicos
sintéticos, ndo sdo completamente adequados para pesticidas microbianos, que sio
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 e
padrdo de eliminagdo sdo tdo importantes quanto.

Muitos dados sobre os riscos de Bt e Bti estdo disponiveis na bibliografia aberta.
Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) foi avaliado pelo IPCS (IPCS 1999) e pela
EPA US (USEPA, 1998). Bacillus thuringiensis ssp. israelensis cepa AM65-52 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, os seres humanos
foram expostos a Bt em seus habitats naturais, particularmente no solo, dgua e filoplano.
No entanto, na literatura cientifica registrada, apenas alguns efeitos adversos a esses
niveis ambientais de Bt foram documentados. Devido ao seu modo especifico de acao, ¢
improvavel que os 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 ndo Bt e de produtos biologicamente ativos que ndo
sejam ICP. Produtos a base de Bt podem ser utilizados com seguranga para o controle
de pragas de insetos em culturas agricolas e horticolas, assim como em florestas. Bt
também ¢ seguro para o uso em ambientes aquaticos, incluindo reservatorios de agua
potavel, para o controle de mosquitos, borrachudos e larvas de insetos incomodos. No
entanto, deve-se observar que Bt vegetativo tem o potencial para a produgdo de toxinas
do tipo Be, 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 classificacdo de risco para Bti. A EPA US isentou Bti de uma exigéncia para
tolerancias, concluindo que produtos a base de Bt ndo representam uma ameaca a aguas
subterraneas, e também nao emitiu restrigdes sobre o uso de Bt ao redor de corpos de
agua.

Formulacdes

O principal tipo de formulacao disponivel ¢ WG. Bti AM65-52 nao ¢ coformulado com
outros pesticidas. A formulagdo WG ¢ registrada e vendida na Algéria, Argentina,
Australia, Brasil, Canadd, México, Nova Zelandia, Singapura, Turquia e nos EUA.

Métodos de analise e teste

O método para determinacao do teor de ingrediente ativo ¢ o bioensaio da atividade das
larvas de mosquito, que ¢ o método padrdo da OMS. Bti ¢ determinado como
biopoténcia, comparando a mortalidade das larvas de mosquito produzida pelo produto
em teste com a mortalidade produzida por um padrao de referéncia. A biopoténcia ¢
medida em unidades téxicas internacionais (U.T.I.) por mg do produto. A biopoténcia
de Bti ¢ 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.I./mg de p6 contra essa cepa de insetos. O bioensaio fornece
informagdes de apoio na identificacdo de Bti, devido a especificidade de Bti a Diptera.

A identificagdo do ingrediente ativo depende de uma série de testes, além do teste
quantitativo ja mencionado. A andlise microscopica ¢ uma triagem inicial rapida e
simples para a identificagdo, utilizada para estabelecer se as células das bactérias sao
bacilos méveis e Gram positivos, com a presenca 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 AMG65-52 de Bti ¢ identificavel por SDS-PAGE das proteinas de cristais
produzidas e/ou por agarose GE do DNA plasmidico que codifica as proteinas.

M¢étodos de teste para contaminantes bacterianos, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, espécies de Salmonella e Escherichia coli envolvem técnicas
bacterioldgicas padrao.

M¢étodos de teste para a determinacdao de propriedades fisico-quimicas da formulagao
WG foram CIPAC, conforme indicado na especificagao.
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Propriedades fisicas

As propriedades fisicas, os métodos para testa-las e os limites propostos para as
formulacdes WG estdo em conformidade com as exigéncias do manual FAO/OMS
(FAO/OMS 2006).

Recipientes e embalagem

A embalagem deve ser impermedvel a umidade e a luz.

Expressédo e medida do ingrediente ativo

O ingrediente ativo, Bti cepa A65-52, ¢ definido como uma mistura de proteinas
cristalinas de endotoxina livre e as células Bti portadoras de, e os esporos associados
com, os cristais de endotoxina. O teor do ingrediente ativo (biopoténcia) ¢ medido e
expressado em unidades toxicas internacionais (U.T.I.) por mg do produto. A
biopoténcia ¢ medida por comparagao da mortalidade das larvas de mosquito produzida
pelo produto em teste com a mortalidade produzida por um p¢ 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 estd mais disponivel) teve
uma toxicidade arbitrariamente atribuida de 15.000 U.T.I./mg de pd 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
padrao de referéncia da cepa AMO65-52 (lote n® 82-691-WS5), que possui uma
biopoténcia de 7992 U.T.I./mg.

ANEXO 1

RESUMOS DE RISCOS FORNECIDO PELO PROPONENTE

Observagdo: A Valent BioSciences Corp. forneceu confirmagdo por escrito de que
dados toxicologicos e ecotoxicoldgicos incluidos no resumo a seguir foram derivados de
Bti AMG65-52 técnico tendo perfis de impurezas e contaminantes microbianos
correspondentes aqueles da formulacdo 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.

Espécies  |Teste Duracao ¢ condigdes ou|Resultado Referéncia
diretrizes adotadas
Rato, Oral aguda |Ratos em jejum, por|DLsy > 5000 mg/kg de|6314-95-
Sprague- sonda. US EPA FIFRA,|peso corporal. 0090-TX-
Dawley (5 subdivisao F, §81-1 Sem mortalidade, sem|001
m, O efeitos clinicamente
59) U.T.I./mg ndo|significativos ou efeitos
registrado™. sobre o peso corporal,
sem tecidos anormais na
necropsia.

Coelho, Dérmica US EPA FIFRA,|DLsy > 5000 mg/kg de|6314-95-

albino (5 m,|aguda subdivisao F, §81-2 peso corporal. 0091-TX-
59) U.T.I./mg nao|Sem mortalidade. Fezes|001
registrado*. moles e 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, Inalagao EPA FIFRA, subdivisdao|CLs > 2,84 mg/I 1723-94.
albino (5 m,|aguda F, §81-3 Sem mortalidade, mas
51) 4 horas de exposi¢dojcom diminuicdo da
U.T.I./mg ndo|atividade, crosta ao
registrado*. redor dos olhos e nariz,
e piloere¢do no dia da
exposicao.
Assintomaticos a partir
do dia 1 e peso corporal
inalterado pela
exposicao.
Coelho, Irritagcdo dalEPA FIFRA, subdivisdo|Eritema bem definido|6314-95-
albino (3 m,|pele F, em todos os locais de/0093-TX-
3 1) § 81-5 aplicacdo de 30 a 60[001
U.T.I./mg ndo|minutos, eritema bem
registrado*. leve a bem definido em
todos nos dias 1 a 4,
eritema bem leve em
um coelho no dia 10 e
em dois coelhos no dia
14. Nenhum edema no
local da aplicagao.
Classificado como nao
irritante.
Coelho, Irritagdo  |[EPA FIFRA, subdivisao[No grupo sujo,|6314-95-
albino (3 m,|dos olhos |F opacidade da cornea em|0092-TX-
31) §81-4 um coelho em 24 horas,|001
U.T.I./mg ndo|sem efeito iridal. Sem
registrado*. efeito iridal e na cérnea

no grupo limpo.
Vermelhidao da
conjuntiva, quemose €
descarga em 1 hora nos
dois grupos.
Vermelhiddo minima da
conjuntiva persistiu em
um coelho de cada
grupo até o dia 4, mas
ndo estava presente no
dia 7.

Classificado como nao
irritante.
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Tabela A. Perfil de toxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52, com base em
toxicidade aguda, irritacéo e sensibilidade.

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

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

da  India|da pele F §81-6, 40 CFR 152-|50% p/v na 4gua para

(jovem 36 inducdo e 5% p/v na

adulto m, f) 0 agua para desafio
U.T.I./mg nao|(primario produziu
registrado*. sensibilidade dérmica.

O material técnico
0,5% p/v na agua para

novo desafio ndo
elicitou respostas de
sensibilidade.

Tabela B. Perfil de toxicologia adicional do material técnico Bti cep
com base na administracéo Unica.

a AM65-52,

Espécies |Teste Duracéo ¢ condigoes|Resultado Referéncia
ou diretrizes
adotadas
Rato, Patogenicidade eEPA 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.I./mg|patogenicidade.
nao registrado*. Irritagdo em todos os
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
total ocorreu no dia 8,
com excecao das fezes,
que ficaram limpas no
dia 22.
Atoxico e nao
patogénico para ratos.
Rato, Patogenicidade e|EPA FIFRA 40 CFR|Sem mortalidade nos|G-7264.222
Sprague- |toxicidade 158-740. dias 22 ou 50 dos
Dawley |intravenosa Injecdo intravenosa|periodos de teste. Sem
(24 m, 24|aguda unica de|patogenicidade ou
f) aproximadamente |toxicidade relacionada
10" UFC. ao tratamento. Microbio
U.T.I./mg nao|do teste presente em
registrado*®. altos niveis no baco e
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no figado, baixos em
outros tecidos e no
sangue. Ocorreu
eliminagdo total para o
contetdo no cérebro,
sangue € ceco, mas nao
dos pulmodes, do bago,
do figado, dos nodulos
linfaticos e dos rins.
Nos tecidos sem
eliminagao, as
contagens microbianas
permaneceram iguais no
teste do dia 50.

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

Tabela B. Perfil de toxicologia adicional do material técnico Bti cepa AM65-52,
com base na administracao Unica.

Espécies Teste Duragao e|Resultado Referéncia
condicoes ou
diretrizes adotadas
Camundongo, |Teste de inje¢aoEPA FIFRA 40Sem  sinais  de|VTP/TE-05
(5 m, 5 f porjintraperitoneal |[CFR 180-1011. |toxidade durante os
tratamento) 0,5, 0,05 ou 0,005|7 dias do periodo de
mg do materialfteste.

técnico por animal
(correspondente a
10°, 10" e 10°

UFC/animal),
injetada na
cavidade
peritoneal.
Poténcia de Bti
A65-52
6600 U.T.I./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) Instilagao de teste. A
endotraqueal toxicidade
tinica de 10* UFC.|relacionada ao
U.T.I./mg nao|tratamento aparente
registrado*. no inicio do estudo
com relagdo a
respiracao,

locomogdo, posicao
do corpo e aparéncia
externa. Sem
patogenicidade.

Lesdoes pulmonares
persistentes nao

Para verificar as assinaturas va ao site https://www.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o cddigo 58B3-C73F-3D66-1747.
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foram consideradas
causadas pelo
processo infeccioso,
mas pela presenca de
numerosas particulas
estranhas nos
pulmoes. Bti
presente em todos os
tecidos dos animais
tratados, exceto no
cérebro. No dia 50, a
eliminacao total foi
observada no
sangue, nos rins e
nos noédulos
linfaticos. Nao se
observou eliminagao
total no dia 50 para o
bago, figado,
pulmdes e ceco, mas
a contagem
microbiana foi
substancialmente

reduzida em
comparagdo com 0S
niveis de  pico,
exceto no bago. Bti
nao se proliferou.

Na necropsia nos
dias 4, 8, 15,22, 36 ¢
50, as observagdes
patologicas de todos

os animais foram
normais.
Tabela C. Perfil de ecotoxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52.
Espécies Teste Duragao e condigoes |Resultado Referéncia
Daphnia magna |Toxicidade |Duracdo: 10 dias.|CEsp> 50 mg/l 2439.6137
(pulga d’agua) |aguda Trés recipientes de|Apos o dia 10 de
exposicao replicados|exposi¢do, 93% de
contendo 10[sobrevivéncia a 50
dafnideos cada (30jmg/ml, em
por concentracdo elcomparacdo  com
controle). 97% de
Solugdes de teste[sobrevivéncia nos
renovadas a cada 48|controles nao
horas. tratados.
U.T.I./mg nao
registrado*®.
Larvas de|Teste Bti  A65-52 WGi|Efeitos adversos em|Liber K. et
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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
declarada U.T.I./mg ndo|14-32 dias apds a
registrado*. aplicacao.
Perca-sol de|Teste de|Racgéo misturada|Sem 90-2-3228
Guelras Azuis  [renovagdo |com Bti AMG65-52|comportamento
(Lepomis estatica de 30jem concentragao|anormal.
macrochirus) dias nominal 500 vezes|Sem lesoes,
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.I./mg sobre a
sobrevivéncia e o
crescimento.
Nao 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"'ladversos sobre a
mykiss) estatica de 32|UFC) suspenso em|sobrevivéncia, sem
dias 100 ml de 4gualevidéncia de
adicionada a 49,9|ineficacia ou
litros de dgua|patogenicidade na
reconstituida mole e|forma das lesoes,
adicionada a  3|tumores ou
aquarios de teste. necroses.
Racdo para peixe
comercialmente
preparada foi
fornecida uma vez
por dia a uma taxa
de promocdo de
crescimento de 4,5%
do peso corporal.
Racgao misturada
com Bti AM65-52
em concentracao
nominal 500 vezes
maior do esperado
no ambiente
(3,89 x 10" UFC/g
de alimento).
6600 U.T.I./mg
Sargo-choupa Teste de|Concentracdes Sem evidéncia de|90-4-3288
(Cyprinodon renovagdo  |aquosas e|ineficacia ou
variegates) estatica de 30|alimentares nominais|patogenicidade, e

dias

equivalentes a 100

sem efeito adverso
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vezes € 500 vezes alsobre o crescimento

concentragdo dos peixes.
esperada no meio
ambiente,
respectivamente.
6600 U.T.I./mg
Apis mellifera|Toxicidade |Bti AMG65-52|Atoxico comoBATFT/C
(abelha) oral suspenso em(veneno  estomacal|90-833-F/C
agua/mel, 1:1 v/v.em abelhas
Tratamentos 24|operarias adultas de

g/acre (0,1 x taxa de|0,5 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.I./mg nao
registrado*.
Tabela C. Perfil de ecotoxicologia do material técnico Bti cepa AM65-52.
Espécies Teste Duragao e condigoes Resultado Referéncia
Pato selvagem (A4nas|Toxicidade Sonda oral a 3077 mg/kg|TEL > 3077 mg/kg de(161-115.
\platyrhynchos) oral (3,4-6,2 x 10"|peso  corporal.  Sem
UFC/kg/dia por 5 dias). |mortalidade, aparéncia e
U.T.I./mg ndo|comportamento normais.
registrado*. Sem efeito sobre o peso
corporal ou o consumo
de ragdo.
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.I./mg, 2,0 x|sobre a sobrevivéncia de
10" UFC/g. aves jovens.
DLsy > 3077 mg/kg
(equivalente a > 1874
mg/kg pc/d)

NOEC = 3077 mg/kg
(equivalente a > 1874
mg/kg pc/d)

ANEXO 2. REFERENCIAS

Numero  do|Ano e titulo do relatério ou detalhes da publicacao
documento ou
outra
referéncia
Valent
Biosciences
161-114 1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis):
Um estudo de patogenicidade e toxicidade oral aviaria na codorniz.
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161-115.

1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis):
Um estudo de patogenicidade e toxicidade oral avidria no pato selvagem.

2439.6137

1999. VectoBac TP (ABG-6164S) - toxicidade para pulgas d’agua
(Daphnia magna) em condi¢des de renovacao estatistica.

90-2-3228

1990. Material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis)
- infectividade e 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 renovagdo 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 renovacao estatica de 30 dias.

BATFT/C 90-
833-F/C

1990. Teste de toxicidade na alimentacao da abelha adulta / avaliacao da
cronica comparativa toxicidade de veneno estomacal de Bacillus
thuringiensis subesp. israelensis (Bti) em abelhas operdrias adultas.

FAO/OMS,

Manual para Desenvolvimento e Uso da FAO e Especificagdes para
Pesticidas da OMS.

2006

Marco de 2006 revisdo da 1* edigdo. Disponivel apenas na internet, em
http://www.fao.org/ag/agp/agpp/pesticid/ e
http://www.who.int/whopes/quality/.

G-7264.222

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
material técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis) em
ratos.

G-7264.225

1990. Estudo de patogenicidade/toxicidade dérmica aguda do material
técnico VectoBac (Bacillus thuringiensis var israelensis) em ratos.

Golberg &
Margalit 1977

Golberg, L.J. and Margalit, J., 1977. A bacterial spore demonstrating
rapid larvicidal activity against Anopheles sergentii, Uranotaenia
ungiculata, Culex univitatus, Aedes aegypti and Culex pipiens [Um
esporo bacteriano demonstrando ser um rapido larvicida da atividade de
Margalit 1977 contra Anopheles sergentii, Uranotaenia ungiculata,
Culex univitatus, Aedes aegypti e Culex pipiens]. Mosq. News, 37, 355-
358.

IPCS, 1999 |Critérios de Saude Ambiental, N° 217. Bacillus thuringiensis, 1999,
105pp.

Liber et 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 mesocosmos de
lago]. Ecotoxicology, 7: 343-354.

UsS EPA,Decisdo de Eligibilidade para Registro de Bacillus thuringiensis -

1998 EPA738-R98-004, 157pp.

VTP/TE-05 |1990. Intraperitoneal injection test with Vectobac technical powder
[Teste de injecdo intraperitoneal com o pd técnico Vectobac].

OMS, 2002. |A classificacdo recomendada da OMS de pesticidas por risco e diretrizes

para a classificacdo 2000-2002, documento WHO/PCS/01.5. OMS,

Genebra, 2002.
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INDICE MONOGRAFICO NOME

BO1 BACILLUS THURINGIENSIS

BO1 - Bacillus thuringiensis

a) Ingrediente ativo ou nome comum: BACILLUS THURINGIENSIS

b) Sinonimia: Bt

c) N° CAS: 68038-71-1

d) Classificagdo Taxonémica:

di.
dz.
ds.
d4.
ds.
de.
dv.
ds.
do.

Dominio - Eubactéria

Reino - Procariotae

Filo - Firmicutes

Classe - Firmibacteria

Ordem - Eubacteriales

Familia - Bacillaceae

Género - Bacillus

Espécie - thuringiensis

Variedade - kurstaki, israelensis e aizawai

e) Classe: Inseticida microbiolégico

f) Classificacéo toxicolégica: Classe IV

g) Uso agricola: Autorizado conforme indicado.
Modalidade de emprego: Conforme Ato n® 06/2014 da Secretaria de Defesa Agropecuaria
(SDA/MAPA) e indicacdo na bula dos produtos.

h) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

1. Identificagdo: Bacillus thuringiensis, Var. israelensis

2. Modalidade de Emprego, tipo de formulacdo e poténcia méaxima autorizada:

2.1. Venda Livre.

Tipo de formulacéo Poténcia
Granulado 4.000 (U.T.1.)/mg
Tablete 2.000 (U.T.1.)/mg

2.2. Entidades especializadas e campanhas de saude publica.

Tipo de formulacéo Poténcia
Granulado 4.000 (U.T.1.)/mg
Suspenséo concentrada 1.200 (U.T.l.)/mg
Solugéo aguosa concentrada 1.200 (U.T.l.)/mg
Tablete 2.000 (U.T.1.)/mg

2.3. Jardinagem Amadora

Tipo de formulagéo Poténcia

Granulado 4.000 (U.T.l1.)/mg
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P6 1.200 (U.T.1.)/mg

Suspenséo concentrada 1.200 (U.T.1.)/mg

Tablete 2.000 (U.T.1.)/mg

2.4. Uso em agua para consumo humano

Aprovado conforme indicacdo em rétulo.

Nota 1: Unidades Téxicas Internacionais (U.T.l.)

Nota 2: A linhagem de Bacillus thuringiensis utilizada na formulacdo deve ser caracterizada e
comprovar auséncia de producao de enterotoxinas e 3-exotoxinas e contaminacgdo por outros
microrganismos.

Resolucdo RE n° 3.864 de 19/08/10 (DOU de 23/08/10)
Resolucédo RE n° 5.102 de 10/11/10 (DOU de 12/11/10)
Resolucdo RE n° 5.011 de 27/12/13 (DOU de 30/12/13)
Resolucdo RE n° 3.761 de 24/09/14 (DOU de 25/09/14)
Resolucédo RE n° 2.114 de 30/07/15 (DOU de 31/07/15)
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Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Saude
Departamento de Imunizacdo e Doengas Transmissiveis
Coordenacdo-Geral de Vigilancia de Arboviroses

NOTA TECNICA N2 39/2022-CGARB/DEIDT/SVS/MS

1. ASSUNTO

Orientagdo técnica para a utilizagdo de granulos dispersiveis em agua do larvicida Bacillus
thuringiensis israelensis — Bti, Cepa AM 65-52, 37,4% p/p e poténcia aproximada 3.000 Bt UTI/mg para o
controle de Aedes aegypti e Aedes albopictus.

2. ANALISE

O controle vetorial de larvas de Aedes é uma estratégia preconizada para depdsitos de
agua, para uso por humanos e animais domésticos. Restringe-se o tratamento larvario como ultima
opcdo para depdsitos dos tipos Al e A2, quando as atividades mecanicas e medidas de protegdao dos
depdsitos ndo se mostram suficientes para o controle de vetores.

A utilizacdo de larvicidas bioldgicos tem sido recomendada devido a menor toxicidade que
estes compostos apresentam, quando comparados com outras formula¢gdes de natureza “quimicas”
(larvicidas quimicos) e menor risco para inducdo de selecdo de populacdes de mosquitos resistentes a
inseticidas, devido sua formulagdo e mecanismo de acdo — NOTA INFORMATIVA N¢ 186/2019 -
CGARB/DEIDT/SVS/MS.

Visando atender a demanda de larvicidas, com base nas solicitacdes anuais das Unidades
Federativas, e com o intuito de evitar possiveis desabastecimentos, em decorréncia do cenario
internacional, o Ministério da Saude antecipa a inclusdo de um novo inseticida com acdo sobre larvas de
Aedes.

2.1 Caracteristica do Produto

O larvicida VectoBac®WG — Sumitomo Chemical, a base de Bacillus_thuringiensis
Israelenses Bti, Btl é composto de 3.000 UTI (Unidades Téxicas Internacionais) por miligrama, cepa AM65-52,

na formulagao de granulos dlsEersavels em agua, na concentragao 37,4%, altamente eficiente para

controle das formas imaturas de Aedes aegypti e Aedes albopictus (Figura 1).

Quanto a apresentacdo, o VectoBac®WG estd disponivel em embalagens com peso liquido
de 500 mg de produto.

https://sei.saude.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=32848559&infra_si...
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Figura 1- VectoBac®WG
2.2 Modo de agao

O ingrediente ativo Bti é composto de cristais proteicos e esporos que, aplicados na agua,
sao filtrados e ingeridos pelas larvas de mosquito. Os cristais interagem com a parede intestinal das
larvas, rompendo-as rapidamente, cessando sua atividade e esperando a morte dos insetos em 24 horas
apos a aplicagdo do produto.

A quantidade recomendada do VectoBac®WG para recipientes com 100 litros de dgua é de
1 (uma) medida da colher dosadora (equivalente a aproximadamente 1g do produto). Para volumes
menores, deve-se realizar o fracionamento conforme a colher dosadora fornecida pelo fabricante.

2.4 Dosagem recomendada de acordo com o volume de agua

Capacidade do depésito Dose recomendada (1 colher)
Até 50 L Aproximadamente ) colher
Até 100L Aproximadamente 1 colher
Até 200L Aproximadamente 1,5 colher
Até 250 L Aproximadamente 2 colheres
Até 300L Aproximadamente 2,5 colheres
Até 500L L Aproximadamente 4 colheres
Até 1000 L Aproximadamente 8 colheres

* Memoria de calculo: 0,8 g de VectoBac WG (Bti) para cada 100 litros de agua potavel.

Ressalta-se que o tratamento deve ser realizado de acordo com a capacidade do depésito
e ndo com a quantidade de dgua existente no momento da aplicacdo. Ainda, é extremamente importante
o calculo do volume do depésito (cubagem) antes de fazer a aplicacdo do produto.

2.5 Periodicidade de aplicagao

Recomenda-se a aplicacdo do VectoBac®WG a cada 60 dias.

2.6 Informagdes de seguranga
https://sei.saude.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=32848559&infra_si...
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Seguranca do trabalhador: Utilizar os equipamentos de protec¢do individual (EPI) conforme
as orientacGes. Recomenda-se que seja evitado o contato direto prolongado do larvicida VectoBac®WG
com a pele. Ndo comer, beber ou fumar durante o manuseio do produto. Ao abrir a embalagem, fazé-lo
de modo a evitar vazamento. Ndo manipular e/ou carregar embalagens danificadas.

Os servidores envolvidos na aplicacdo do produto ndo necessitam realizar exames
regulares para dosagem da enzima colinesterase sanguinea, uma vez que o produto ndo tem ac¢do sobre a
colinesterase humana. Mais informacdes estdo contidas na Ficha de Informacdes de Seguranca de
Produto Quimico (FISPQ) (0030375846).

Seguranca do ambiental: ndo sdao conhecidos efeitos do produto aos organismos aquaticos.

2.7 Informagdes adicionais

Armazenamento: mantenha o produto em sua embalagem original, sempre fechada. O
local de armazenamento deve ser exclusivo para produtos téxicos, devendo ser isolado de alimentos,
bebidas, ragdes, materiais alcalinos e materiais combustiveis. O local deve ser seco, ventilado, ao abrigo
da luz, com piso impermeavel e devidamente identificado. Deve-se manter acesso restrito a sala de
armazenamento dos produtos. Em caso de armazéns, deverao ser seguidas as instrucdes constantes da
NBR 9843 da Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas — ABNT. Observe as disposi¢des constantes da
legislacdo estadual e municipal.

Destinacao de embalagens: As embalagens apds o uso e as colheres dosadoras em desuso
deverdo ser recolhidas em um local centralizado para posterior encaminhamento para destinacao
adequada.

Documentos complementares e informacdes adicionais:

* Programa de Pré-gualiﬁcagéo em Controle de Vetores da Organizagdo Mundial de Saude (OMS —
PQ-List): https://extranet.who.int/pgweb/vector-control-product/vectobac-wg

e Cepa AMG65-52: https://extranet.who.int/pgweb/sites/default/files/vcp-
documents/WHOVCSP_Bti_strain_AM65-52_2012.pdf

* Registro ANVISA snumero 3.2586.0013): https://consultas.anvisa.gov.br/#/saneantes/produtos/q/?

nomeProduto=vectobac%20wg

e WHO Guidelines for Drinking-water Quality:
httEs:“extranet.who.int/ pqweb/sites/default/files/vcp-documents/WHOVC-SP_Bti_strain_ AM65-
52_2012.pdf

3. CONCLUSAO

O controle vetorial € uma importante medida para a prevencdo e diminui¢do da circulacdo
de arbovirus em areas urbanas do pais, tendo em vista a indisponibilidade de vacinas ou medicamentos
especificos para o tratamento das doencas relacionadas a estes patdgenos.

Contudo, é fundamental que a utilizagdo dos inseticidas, tais como o larvicida apresentado
nesta nota, seja feita de forma racional, seguindo as orientacdes das Diretrizes Nacionais, notas técnicas e
demais normativas do Ministério da Saude. Ainda, reforca-se a importdncia das atividades de
monitoramento entomoldgico para o norteamento de a¢des, bem como as visitas domiciliares, como
instrumentos fundamentais de comunicacdo e educacdo em Saude.

Por fim, destaca-se que todas as atividades de controle com uso de inseticidas devem estar
integradas ao controle mecanico e demais estratégias que otimizem a efetividade das agdes sobre as
populacdes de mosquitos.

Atenciosamente,

https://sei.saude.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=32848559&infra_si...
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CASSIO ROBERTO LEONEL PETERKA
Diretor do Departamento de Imunizacdo e Doencas Transmissiveis — Substituto

Documento assinado eletronicamente por Cassio Roberto Leonel Peterka, Diretor(a) do
Departamento de Imunizagdo e Doengas Transmissiveis substituto(a), em 23/11/2022, as 19:19,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 3¢, do art. 42, do Decreto n? 10.543, de 13
de novembro de 2020; e art. 82, da Portaria n® 900 de 31 de Marco de 2017.

pssing |Iu: 3 L-j
eletrdnica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

http //sei.saude.gov.br/sei/controlador_externo.php?

'-E"- acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador
-.'!r;‘j 0030373125 e o cddigo CRC D68D0C46.

Referéncia: Processo n2 25000.160056/2022-67 SEI n2 0030373125

Coordenacgdo-Geral de Vigilancia de Arboviroses - CGARB
SRTV 702, Via W5 Norte - Bairro Asa Norte, Brasilia/DF, CEP 70723-040
Site - saude.gov.br
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