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The aim of this work was to develop a technique of acaricides evaluation by immersion of larvae. Larvae were
obtained from 30 engorged females of Riphicephalus (Boophilus) microplus were collected in a ranch in Lages,
Santa Catarina state, Brazil. Larvae were obtained from 10mg of eggs placed into 5ml disposable syringes, previously
prepared and kept under controlled conditions of laboratory, and collected between the third and the twelfth day of
oviposition. Seven to ten days old larvae were submitted to the acaricide laboratory test, in ten replications, by their
immersion in eight dilutions of commercial acaricides (amitraz or cypermethrin), for 30 seconds; for each replication
and commercial product, a control group was immersed in distilled water. Results were evaluated 24 hours after
each treatment by counting the number of live and dead larvae. The mean LD, values and standard error of the
mean for cypermethrin and amitraz were 2.99 + 0.36 and 17.22 + 4.20 ppm, respectively, for a confidence interval
of 95%. The proposed acaricide laboratory test procedures by larvae immersion offered promising results for the

evaluation of acaricides.
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RESUMO

Objetivou-se desenvolver uma técnica de avaliacdo de carra-
paticidas por imerséo de larvas de Riphicephalus (Boophilus)
microplus. As larvas foram obtidas a partir de ovos de 30
teledginas coletadas em bovinos de uma propriedade rural do
municipio de Lages, SC, Brasil, os quais foram acondiciona-
dos em aliquotas de 10mg por seringa descartavel de 5ml,
previamente preparadas e mantidas em camara climatizada
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até a eclosdo. Larvas com sete a dez dias de idade foram sub-
metidas a imersao por 30 segundos em oito dilui¢ces de pro-
dutos carrapaticidas comerciais a base de amitraz e de
cipermetrina, cada uma com dez repeti¢des, sendo mantido
um grupo controle para cada repeticdo e produto, o qual foi
imerso em agua destilada. A leitura foi realizada 24 horas apds
o tratamento com a contagem de larvas vivas e mortas. Amédia
de DL, para cipermetrina foi de 2,99ppm e o erro padrdo de
0,36 e para o amitraz foi de 17,22ppm e o erro padrdo de
4,20, com intervalo de confianca (IC) 95%.

PALAVRAS-CHAVE: Carrapatos, teste invitro carrapaticida.

Reconhecidamente, o problema da resisténcia do Rhipi-
cephalus (Boophilus) microplus aos carrapaticidas vem au-
mentando consideravelmente em todas as regides onde ele
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esta presente e que utilizam produtos quimicos como princi-
pal recurso para o seu controle. Este fato pode ser observado
in vivo, verificando-se o efeito dos compostos acaricidas so-
bre os carrapatos no hospedeiro, ou em laboratorio, por meio
da imersdo in vitro de fémeas ingurgitadas e larvas néo ali-
mentadas. Sabatini et al. (2001) citaram o teste de imersdo de
larvas (TIL) (SHAW, 1966) e o teste do pacote de larvas (TPL)
(STONE; HAYDOCK, 1962) como métodos utilizados para
deteccdo da resisténcia, sendo somente o TLP adotado pela
Organizacdo das Nac¢Bes Unidas para Agricultura e Alimenta-
¢do (FAO).

O monitoramento das populacfes de carrapatos, em rela-
¢ao aos carrapaticidas por meio de testes in vitro, € um proce-
dimento essencial na deteccéo precoce de problemas de resis-
téncia tendo em vista que o uso de acaricidas ainda se consti-
tui no principal instrumento de controle do carrapato bovino
R. (B.) microplus (VARGAS et al., 2003). Em funcéo disso,
0s pesquisadores tém se preocupado em aprimorar as técni-
cas de diagnostico da resisténcia. Exemplos destas novas
metodologias € a modificacdo da técnica do pacote de larvas
(LPT), publicada por Miller et al. (2002) e por Barci e No-
gueira (2006).

Miller et al. (2002) descreveram uma modificacdo da téc-
nica do teste dos envelopes preparados com papéis impregna-
dos com acaricidas (TPL) para quantificar a suscetibilidade
do R. (B.) microplus ao amitraz.

A realizacdo do presente trabalho teve como objetivo de-
senvolver uma técnica de avaliagdo de carrapaticidas por
imersdo de larvas.

Foram utilizadas 30 teledginas de R. (B.) microplus cole-
tadas de bovinos em uma propriedade rural do municipio de
Lages, SC, , as quais foram colocadas em placas de Petri em
camara climatizada regulada a temperatura de 27+ 1°C e 80 +
10% de UR para realizarem postura. Para obtenc¢éo das lar-
vas, foram utilizadas as posturas do terceiro ao décimo se-
gundo dia, ap6s a incubacédo. Foram acondicionados 10mg de
ovos por seringa plastica, descartavel de 5ml, previamente
preparada, pelo corte da extremidade préxima do canhdo e
feito um orificio de aproximadamente 1mm de diametro, na
metade desta. O émbolo foi posicionado de forma a fechar o
orificio, sendo que a extremidade cortada foi fechada com
tecido de malha fina (voal), fixado com elastico ortodéntico
de didmetro de 7,94mm, para impedir a fuga das larvas. As
seringas foram mantidas na cadmara climatizada, nas condi-
¢Oes de temperatura e umidade anteriormente descritas, até a
realizagdo dos testes.

Larvas, resultantes das incubagdes, com idade entre sete e
10 dias foram submetidas a imersao em carrapaticidas comer-
ciais a base de amitraz* (12,5%) a 250,0, 125,0, 62,5, 31,25,
15,62, 7,85, 3,9, e 1,95ppm e a base de cipermetrina® (15%),
a150,0, 75,0, 37,5, 18,75, 9,37, 4,68, 2,34 e 1,17ppm. Foram
realizados 10 testes, sendo mantido um grupo controle para
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cada repeticéo e produto, o qual foi imerso em agua destilada.
Cada grupo de larvas foi imerso nas respectivas dilui¢oes, e 0
grupo controle, em agua destilada, durante 30 segundos,
posicionando o émbolo posteriormente ao orificio para per-
mitir a saida de ar e consequentemente o preenchimento total
da seringa com o produto a testar. Apds a imersdo, a extremi-
dade fechada com o tecido de trama fina, foi colocada em
contato com papel absorvente para eliminar o liquido exce-
dente. O embolo foi novamente posicionado de forma a fe-
char o orificio e cada seringa foi colocada em suporte, com a
extremidade cortada e vedada, para cima, e novamente colo-
cada na cadmara climatizada por 24 horas. Posteriormente, foi
pressionado o embolo da seringa até a margem cortada e, as
larvas retiradas com o auxilio de um pincel fino, sobre uma
folha de papel branco. A leitura foi realizada, com o auxilio
de uma fonte luminosa, utilizando-se uma lampada de 40
Watts, contando-se as larvas vivas e mortas.

A seqliéncia da técnica de imersdo de larvas esta repre-
sentada na Figura 1.

O calculo da DL foi realizado a partir da linha de regres-
sdo, utilizando-se o programa “Sigma plot”. Foi calculado a
média da eficacia dos carrapaticidas nas diferentes concen-
tracOes, o desvio-padréo e o erro padréo.

Nas Tabelas 1 e 2 podem ser observados os resultados do
percentuais de mortalidade das larvas no teste de imersdo em

Tabela 1. Percentuais de mortalidade de larvas de Rhipice-
phalus (Boophilus) microplus, no teste de imersao, utilizan-
do-se acaricida a base de cipermetrina e DL

Repe- Con- Concentragdes (ppm)
ticbes trole 150 75 37,5 18,75 9,37 4,68 234 117 DL,

[

0,0 96,0 93,7 63,7 835 76 389 444 342 31
00 951 87,1 896 685 705 474 211 229 53
0,0 89,7 953 873 949 926 794 452 452 1.2
0,0 994 988 965 93,7 873 790 241 431 26
00 963 958 92,0 862 764 618 378 36,7 26
00 973 935 89,7 868 743 518 465 373 26
0,0 96,6 93,7 86,1 803 942 943 271 37 34
0,0 956 906 84,8 964 91,7 383 462 49 44
0,0 989 995 100 958 989 559 352 237 24
0,0 979 1000 97,1 974 982 67,1 275 245 24
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Tabela 2. Percentuais de mortalidade de larvas de Rhipice-
phalus (Boophilus) microplus, no teste de imersao, utilizan-
do-se acaricida a base de amitraz e DL,

Repe- Con- Concentragfes (ppm)
ticbes trole 250 125 52,5 31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 DL

50

0,0 90,1 82,8 76,3 93,5 43,8 46,5 452 8,1 10,1
0,0 83,7 929 76,9 64,3 64,4 88,1 41,4 28,7 35
0,0 89,6 934 93,9 63,5 58,3 489 416 345 6,2
0,0 91,4 77,1 81,7 76,9 90,9 44,0 47,9 40,2 3,2
0,0 88,3 81,9 58,9 489 39,2 353 40,7 24,8 16,5
0,0 93,7 81,6 61,8 48,7 42,6 39,1 32,8 16,1 16,5
0,0 73,8 529 658 63,6 62,4 288 250 156 24,3
0,0 76,2 68,1 684 67,0 56,4 17,3 27,9 19,0 22,0
0,0 72,0 57,7 16,2 61,4 38,3 48,4 47,8 19,0 47,9
0,0 72,7 828 70,3 955 6,5 0,0 14,2 183 22,0
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cipermetrina e em amitraz, respectivamente, e as doses le-
tais_.

A media da DL, para a cipermetrina foi de 3,0ppm com
uma amplitude de variacdo de 1,2ppm a 5,3ppm e erro padréo
médio de 0,36. Verificou-se que em alguns casos os resulta-
dos ndo corresponderam ao esperado, ou seja, na ordem de-

Figura 1. Sequéncia da técnica de imersao de larvas de Rhipicepha-
lus (Boophilus) microplus, (a, Postura de teledginas de Riphicephalus
(Boophilus) microplus; b, Seringas descartaveis preparadas para o
teste de imerséo de larvas; c, Preparagao das diluiges dos carrapa-
ticidas; d, Imersé@o das seringas em diluicdes de produtos carrapati-
cidas; e, Retirada do excesso de produto em papel absorvente; f,
Seringas apos a imersdo em diluicdes de produtos carrapaticidas e
g, Leitura do teste de imerséo de larvas).
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crescente da mortalidade das larvas. Na repeticdo um, con-
centracdo de 37,5ppm, a mortalidade das larvas foi de 63,7%
e na de 18,75ppm, 83,5%; na repeti¢do sete, na concentracdo
de 18,75ppm, a mortalidade foi de 80,3% e na de 9,73ppm,
foi de 94,2%.

A média da DL para o amitraz foi de 17,22ppm com uma
amplitude de variacdo de 3,2ppm a 47,9ppm e erro padréo
médio de 4,20. A variabilidade dos resultados foi maior do
que com a cipermetrina. Na repeticdo um, concentragdo de
62,5ppm, a mortalidade das larvas foi de 76,3% e na de
31,25ppm, 93,5%; na repeticdo dois, na concentracdo de
15,62ppm, foi de 64,4% e na de 7,81ppm, 88,1%; na repeti-
¢do quatro, a 31,25ppm, foi 76,9% e na de 15,62ppm, 90,9%);
na repeticdo nove, a 62,5ppm foi 16,2% e na de 31,2ppm,
61,4% e na repeticdo dez, a 62,5ppm foi de 70,3% e na con-
centracdo de 31,25ppm, 95,5%.

A variacdo dos resultados, com mortalidade maior em con-
centragdo menor interfere diretamente na DL, ficando evi-
dente que nesses casos ha necessidade de repetir o teste. Es-
sas variagGes podem ser explicadas pelo acaso ou pelo erro
experimental.

Quando se compara com o teste de imerséo de larvas pro-
posto (SHAW, 1966) e com o teste do pacote de larvas
(STONE; HAYDOCK, 1962), esta técnica apresenta as van-
tagens de ser de mais facil execucdo, ser realizada em menor
tempo e possibilita utilizar produtos comerciais ou principios
ativos puros com maior segurancga para o operador.

Com base nos resultados pode-se afirmar que a
metodologia descrita para o teste carrapaticida por imersdo
com larvas apresenta resultados promissores para calcular a

média da dose letal, | para os acaricidas a base de cipermetrina
e amitraz.
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