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Resumo

AUTOR, Leandro de Oliveira Souza Higa. Perfil do diagndstico da resisténcia do carrapato
Rhipicephalus microplus frente a acaricidas de contato. Ano. 2016 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2016.

Devido a grande importancia econdmica do carrapato Rhipicephalus microplus na pecuaria,
estudos visando o controle deste ectoparasito sdo de grande importancia. O objetivo deste
estudo foi verificar a eficacia de acaricidas do tipo pulverizacdo em diversas propriedades do
estado e do pais e conhecer a distribuicdo da resisténcia a diversas classes de acaricidas no
territdrio nacional por meio de analise de literatura disponivel contendo relatos de resisténcia.
As bases utilizadas sdo pertencentes as seguintes classes: piretréides, organofosforados,
aminidinicos e associacdes entre piretrdide e organofosforado. Para as avaliacfes foram
empregados os bioensaios Teste de Imersdo de Adultos (TIA) em 28 propriedades distribuidas
em diferentes estados (MS, MT, CE, SP, MG e DF) e Teste de Pacote de Larvas (TPL) em 10
propriedades (pertencente aos estados MS, MT, MG e ES), respeitando a diluicdo comercial
de cada produto. Para a avaliagdo literaria da resisténcia foram analisados artigos contendo
relatos de resisténcia, buscando contemplar informacdes de todo o pais. Os resultados obtidos
da andlise literaria demonstra a presen¢a de mais nimero de relatos na regido centro-sul do
pais, com destaque ao estado do Rio Grande do Sul, onde foi constatada a resisténcia a oito
classes de acaricidas (considerando associacbes como classes). Os bioensaios mostram a
presenca de resisténcia no Ceara, Espirito Santo e Mato Grosso, estados até entdo sem relatos
na literatura.

Palavras-chave: Carrapato Bovino; Teste de Imersdo de Adultos; Teste de Pacote de Larvas;

Resisténcia;



Abstract

AUTHOR, Leandro de Oliveira Souza Higa. Resistance diagnostic of Rhipicephalus
microplus tick to different contact acaricides in several states from Brazil. Ano. 2016 f.
Dissertation (Master) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

Due to the great economic importance of the tick Rhipicephalus microplus in livestock,
studies for the control of this ectoparasite are of great importance. The objective of this study
was to verify the effectiveness of acaricide spraying type in various properties from the state
and the country and get to know about the distribution of acaricide resistance to various
classes in the country through available literature containing resistance analysis reports. The
chemical bases used are within the following classes: pyrethroids, organophosphates,
aminidinicos and associations between pyrethroid and organophosphate. For the evaluations
were used bioassays Adults Immersion Test (AIT) in 28 properties distributed in different
states (MS, MT, CE, SP, MG and DF) and Larvae Packet Test (TPL) in 10 properties
(belonging to MS, MT, MG and ES states), respecting the commercial dilution of each
product. For literary evaluation of resistance, articles containing resistance reports were
analyzed with information from around the country. The results of literary analysis
demonstrates the presence of more number of reports in the south-central region of the
country, especially in the state of Rio Grande do Sul, where it was found resistance to eight
classes of acaricides (considering associations as classes). Bioassays show the presence of
resistance in Ceara, Espirito Santo and Mato Grosso, states up until then without resistance
reports in literature.

Keywords: Bovine Tick; Immersion Adult Teste; Larvae Packet Test; Resistance;



SUMARIO

INEFOAUGED. ...ttt bbb n e 1
[T (=1 =] o= T 3
Artigo 1: Acaricide resistance status of the Rhipicephalus microplus in Brazil: a | 7
literature overview
L1 00 Uo7 T LS 7
Desenvolvimento da reSIStENCIA............c.evveieereiieiieiieiecieeeee e 9
Diante de tais fatos, os principais mecanismos da resisténcia podem ser dividosem: | 9
RESISIENCIA ACAINTCIUA. .....vveiieeciieeie ettt e e snee s 10
(@] o= 10 0] 1015y {0 >0 [0 13 11
Resisténcia aos organofosforados..............cooveriiieiieiiiieiieiece e 11
AMIAINGS. ...ttt e st et e e e e e e sbe e et e e nbeeanteeaneeanreenreeas 12
RESISENCIA @ AMIAINGS. ........eeiviiieiiieiiecie it re e aree e 12
PITEEIOIOES. ... ettt ettt ettt et s b e et e e e s beebeentesbeesreeneeenis 13
ReSIStENCIA A0S PITELIOIAES. ........ecviiveeiieeie et 14
FENIIPITAZOIS. .....cvieieeeiicee bbb 15
Resisténcia aos fenilpirazois...........cccviveiieiiiiieiiece e 15
QLI L=V 1TSS 16
[ Tod (0] 0 = Y - o o T o] o= 16
Resisténcia as lactonas MacroCiClCas............ccucvvvevuiiieiieiie i 16
FIUBZUION. ...ttt et sre e e be e st e e beesreeebeearee s 17
RESIStENCIA A0 FIUAZUION. .......cc.iciiiieciecieciecct ettt 17
SPINOSAG. ...t 17
Como reduzir a resiSténcia @ aCariCidas............ccvcvveivereeieeiieeieeie s eseseeseeneas 18
(@0 0 [0d U101 19
Reférencias BibDHOGrafiCas...........couiiiiiiiiiiiiicceecee e 19
Figura 1: Distribuicdo da resisténcia aos acaricidas em R. microplus no Brasil......... 31
Tabela 1: Resisténcia aos acaricidas em R. microplus no Brasil.............cccccccooennens 32
Artigo 2: Avaliacdo da resisténcia de Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) | 35
frente a formulacGes acaricidas utilizando amostras de diferentes propriedades
brasileiras
1.0 INEFOTUGAD. ...ttt bbbt 36
2.0 Materials and MethOUS.............ccouiiiiiieiiieiece et 37
2.1 Adult ImmErsion TESt (AlT)....cciiiiiieie ettt 38
2.2 Larvae PaCKet TSt (LPT).....ccoiiiiiiiiiiiiieieicsesieee e 39
3.0 ReSUItS and DISCUSSION.........ccveuiiuiiiieeiietiecte ettt sa e 39
I o= Vg ol o [ =T PSPPSR 39
3.2 PYIEENIOIAS. ..ottt eneas 40
3.3 Organ0oPNOSPNALES. .......cveiviiiiitiitiiiieiieieie et 41
34 AMINIAINES. ....veevieiie ettt et e st e e sbe e s e e sbeesbeesaeesbeesbeeeneeas 41
3.5 ASSOCIatioNS FOrMUIALIONS. ..........ccviiiiieiieiiie s 42
3.6 Larvae Packet TeSt (LPT).......cciiiiiiiiieieieciceeee e 43
3.7 Resistance in Other Brazilian States.............cccoooveviiiiiieiiiiiicie s 43
4.0 FINal CONSIAEIAtIONS. .......eiiviiiiieiiecciie ettt ettt ree e te e enee e 45
RETEIEICES. ... . ettt et e et e e e b e e te e nre e e be e e e re e 45
Figure 1: Brazilian states of collected sample............cccccceeviviiiiiiniiieiiccec e, 50
LI Lo L= PSSR 51
N 150K T RTPRPPPIN 59




© 00 N oo o~ W NPk

W W W W W N RN NDNDMDNDRNDNDRNDNDNNIDRNERPER P PR R P RB R p e
BE WO N P O © 0 N o 00 B WO N PFP O © 0 N o 0o b W N B O

INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artropodes pertencentes a ordem Acari, sendo todos os 896
espécimes descritos no mundo incluidos na subordem Ixodida. Esse tdxon por sua vez se
divide em trés familias, sendo Ixodidae (“carrapatos duros™) com 702 especies, Argasidae
("carrapatos moles™) com 193 espécies e Nuttalliellidae, com apenas uma espécie
representante (GUGLIELMONE et al., 2010).

As duas familias mais diversas de carrapatos sdo encontradas principalmente na regiao
Neotropical (Pereira et al., 2008) sendo os ixodideos a familia de maior importancia para a
sanidade animal. Todos os carrapatos sdo hemat6fagos obrigatdrios, transmitindo patdégenos
durante sua alimentacdo e acarretando injurias ao hospedeiro como piroplasmoses,
espiroquetoses e rickettsioses (ARAGAO, 1936).

Dentre os géneros da familia Ixodidae, destaca-se o Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1887), também conhecido como carrapato-do-boi. Este carrapato € originario da
india e da llha de Java, na Asia, e possivelmente se dispersou nas regides tropicais e
subtropicais através da introducdo de animais domésticos. No Brasil, esta presente em todas
regides do pais, variando conforme as condigdes abidticas caracteristicas de cada local
(GONZALES, 1995).

O Rhipicephalus microplus necessita de apenas um hospedeiro para completar seu
ciclo (monoxeno) (ROCHA, 1984), sendo o boi seu principal hospedeiro. Este carrapato pode
infestar eventualmente outros mamiferos, como por exemplo cervideos em condicgdes
desfavoraveis e com proximidade a rebanhos bovinos (SZABO et al., 2003).

O Brasil atualmente ocupa o segundo lugar em producdo de carne bovina no mundo,
movimentando um rebanho de 212,8 milhdes de bovinos e exportando cerca de 1,5 milhdo de
tonelada equivalente de carcaga (ANUALPEC, 2014). Bovinos infestados sdo acometidos
pela diminuigdo na producdo de carne e leite, desvalorizacdo do couro devido a lesdes
causadas pelas picadas e que por sua vez facilitam o surgimento de miiases (GOMES, 1998).
As principais doencas bovideas também estdo associadas ao R. microplus, onde este cumpre
papel de hospedeiro intermediario para os patdogenos da babesiose (Babesia bovis e B.
bigemina) e anaplasmose (Anaplasma marginale), doencas essas que caracterizam o0
complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB).

Além dos prejuizos diretos na cadeia produtiva acima citados, o carrapato bovino

também causa perdas indiretas, consistindo em gastos relacionados a mao-de-obra, despesas
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com instalagdes, aquisicdo de carrapaticidas e de equipamentos de suporte para a aplicacdo
dos mesmos no rebanho (GOMES, 1998). Estudos recentes realizados no Brasil estimam
prejuizos da ordem de US$ 3,24 bilhdes na pecuaria devido ao parasitismo do carrapato R.
microplus (GRISI et al., 2014)

Atualmente o controle por vacinas para carrapatos e sele¢do genética de ragas bovinas
resistentes ainda ndo apresentam resultados expressivos no controle/diminuicdo de carrapatos.
Parizi et al. (2009) constatou uma variacao na eficacia de vacinas comerciais de 51 a 91%. No
Brasil, bovinos imunizados com a Bm86 e desafiados por infestacdo natural pelo R.
microplus, obtiveram diminuigéo entre 45 e 60% na infestagdo (ANDREOTTI, 2006).

Outros métodos também podem ser aplicados, porém com resultados pouco
eloguentes: rotacdo de pastagens (ELDER et al., 1980); uso de pastagens que desfavorecem a
sobrevivéncia das larvas (SUTHERST et al., 1982); predacdo natural, por exemplo Egretta
ibis (garca-vaqueira) (ALVES-BRANCO et al., 1983) e fitoterapicos (ANDREOTTI et al.,
2013).

Desde o século XIX, a principal forma de controle do R. microplus vem sendo a
aplicacdo de acaricidas. Os acaricidas possuem variados principios ativos e mecanismos de
acdo, sendo agrupados em familias ou grupos quimicos. S&o classificados também quanto ao
modo de agdo no bovino, consistindo em dois tipos: por contato (pulverizagdo, pour on e
imersdo) e sistémicos (injecdes subcutaneas ou intramusculares), que distribuem o principio
ativo por todo corpo do animal via corrente sanguinea.

Um dos principais problemas na utilizacdo de acaricidas é o surgimento da resisténcia
por parte do parasito a aplicacdo dos produtos. Embora as formas de desenvolvimento da
resisténcia do carrapato bovino ainda ndo estdo totalmente claras, ja se sabe que 0 uso
constante e indiscriminado de um produto quimico tém levado parte da populacdo a se
tornarem resistentes. Este processo de aplicacdo do produto o qual provoca mutacdes e 0s
tornam resistentes é conhecido como o estabelecimento do alelo resistente (FURLONG:;
MARTINS, 2000).

Ap0s o estabelecimento do alelo resistente ocorre a propagacdo do mesmo
devido a pressdo de selecdo que produz cada vez mais carrapatos portadores dos genes de
resisténcia, salientando que estes gerardo descendentes também resistentes (FURLONG;
MARTINS, 2000).

Pelo fato de existir diversos tipos de principios quimicos para os acaricidas, onde 0s
principais sdo os baseados em organofosforado, piretréide, lactona macrociclica, amidina,
fipronil e fluazuron (MARTINS, 2004; KLAFKE, 2009), gera-se entdo diferentes formas de
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resisténcia adquirida pelos carrapatos, as quais variam de acordo com a pressao da selegéo e
ocasiona diferentes caracteristicas genéticas e em proporcdes (grau) diferentes (FREITAS et
al., 2005). Além desse prejuizo, o uso inadequado destes produtos pode causar a falha
completa no combate aos carrapatos a curto prazo (FERNANDEZ-SALAS et al., 2012).

A reducdo de penetragdo do acaricida, a insensibilidade a compostos toxicos e o
aumento da detoxificagdo celular (OAKESHOTT et al., 2003), s&o as diversas caracteristicas
genéticas que necessitam do aumento da dosagem do acaricida, a alteracdo na combinacao ou
a substituicdo do principio ativo (SUTHERST et al., 1983).

Para que o controle quimico seja aplicado de maneira efetiva, bioensaios se fazem
cada vez mais necessarios para diagnosticar a resisténcia nas diferentes populacGes de
carrapatos das propriedades no pais, contribuindo assim para uma acao efetiva no controle das
infestacdes. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi conhecer o status atual da resisténcia do
carrapato bovino aos acaricidas por meio de analise de literatura e aplicar os bioensaios
nomeados Teste de Imersdo de Adultos (TIA) e Teste de Pacote de Larvas (TPL) para anélise
de eficicia das principais bases quimicas pertencentes ao tipo pulverizacdo em diversas

localidades do pais.
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Acaricide resistance status of the Rhipicephalus microplus in Brazil: a literature
overview
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Wilson Werner Koller!; Renato Andreottit;
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2 Post Graduate Program in Animal Science, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
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Abstract

Rhipicephalus microplus is a monoxenous species whose main host are bovines, leading to
considerable losses in cattle production worldwide. In addition, this tick is the transmitter of
pathogenic agents responsible for the bovine babesiosis and anaplasmosis (BBA) complex.
These ectoparasites are still mainly controlled with chemical products. The constant exposure
of ticks to acaricides, associated with the lack of adequate application procedures, accelerates
the selection pressure of resistant individuals in the population, inevitably increasing
resistance, as reported by many authors around the world. This article presents current
information about the resistance situation of R. microplus in Brazil. We identify and discuss
the main chemical bases being used as a means to guide new research.

Keywords: Boophilus; acaricides; bovine tick

Introducéo

Ocupando o segundo lugar na producdo de carne bovina mundial, estima-se que o
Brasil possui um rebanho de 212.8 milhdes de bovinos, e exporta cerca de 1.5 milhdes de
toneladas de carcaga por ano (ANUALPEC, 2014). O carrapato Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1888), previamente conhecido como Boophilus microplus, é o principal carrapato

encontrado no Brazil e que afeta diretamente os bovinos, causando percas econémicas. De
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acordo com Gomes (2011), as percas econdmicas causadas pelo carrapato Rhipicephalus
microplus se devem a reducdo na producdo de carne e leite, bem como a desvalorizagdo do
couro devido a lesdes na pele causadas por altas infestacGes e possibilidade de instalacdo de
miiases. Esta espécie de carrapato é responsavel pela transmissdo da babesiose (Babesia bovis
e B. bigemina) e anaplasmose (Anaplasma marginale), hemoparasitas que caracterizam a
enfermidade chamada Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). Este carrapato também provoca
prejuizos econdmicos indiretos devido as horas adicionais de trabalho exigidas, custos de
instalacdo adicionais, aquisicdo de acaricidas e equipamentos utilizados para a aplicacdo do
mesmos (Gomes, 2011). Estudos recentes estimam que o parasitismo do R. microplus causa
prejuizos na pecuaria da ordem de 3.24 US$ por ano (Grisi et al., 2014).

E de amplo conhecimento que os acaricidas tém sido utilizados como a principal
forma de controle deste ectoparasita desde 1895, com o uso de arsenicals (Arteche apud
Merlini; Yamamura, 1998). De acordo com Furlong (2000), esses compostos quimicos
incluem organofosforados, aminidinicos, piretrdide, fenilpirazdis, cimiazois, naturalyte
(acaricidas de contato), lactonas macrociclicas, fenilpirazois (sisttmico), e mais recentemente,
benzoilfeniluréias (fluazuron).

Um dos principais problemas enfrentados atualmente pela indUstria nacional pecuéria
com relacdo ao tratamento e controle de ectoparasitos (principalmente carrapatos) é a
auséncia de uma politica puablica de controle oficial administrada por instituicdes
competentes. 1sso deixa a responsabilidade de selecdo do acaricida com os produtores, assim
como os critérios a serem utilizados para o controle. No geral, acaricidas ndo sdo escolhidos
com base em sua eficécia, sua aplicacdo ocorre de maneira inadequada e informagdes sobre a
epidemiologia regional do parasita sdo negligenciadas. O uso continuo dos produtos e sua
aplicacdo inadequada durante um longo periodo podem promover a selecdo de populacdes de
carrapatos resistentes a acaricidas, aumentando o problema da resisténcia (Furlong, 2000).

Diante de tais fatos, é evidentemente necessdria a deteccdo da resisténcia
antecipadamente e utilizar os acaricidas de maneira correta, considerando especialmente que o
desenvolvimento de novas moléculas capazes de exercer um controle eficiente tem se tornado

cada vez mais dificil.
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Desenvolvimento da resisténcia

Embora as formas de desenvolvimento da resisténcia nos carrapatos ainda ndo seja
totalmente elucidada, sabe-se que o uso constante e indiscriminado de produtos quimicos
provoca a selecdo de mutacGes e o desenvolvimento da resisténcia por parte das populagdes
de carrapato. Este processo é conhecido como o estabelecimento do alelo resistente (Furlong,
2000). A resisténcia também pode ocorrer naturalmente, na frequéncia de um a cada um
milhdo de individuos nascendo resistentes (Roush, 1993).

Apols o estabelecimento do alelo resistente, a pressdo de selecdo faz com que
carrapatos carregando o gene da resisténcia sejam mais representativos na populacdo em
geral, que por sua vez ira gerar mais descendentes resistentes (Roush, 1993).

O tempo ou o0 namero de aplicacBes necessarias para um alelo resistente se estabelecer
na populacdo e a mensuracdo de quanto tempo é necessario para os acaricidas perderem sua
eficacia dependem de diversas varidveis. As variaveis de maior importantancia sdo: a forma
como foi herdado o alelo resistente (dominante, codominante ou recessiva); a taxa de
mutacdes na populacdo antes da primeira aplicacdo do acaricida; a quantidade de individuos
qgue por diversos motivos ndo entraram em contato com o acaricida; a frequéncia de
aplicagdes do carrapaticida juntamente com a dosagem da concentragdo do acaricida utilizado
(FAO, 2003). Apesar da dificuldade para realizacdo de tal avaliacdo, sdo necessarias seis
aplicacBes por ano para gque se constate uma reducéo na eficacia, fato que pode contribuir para
0 aparecimento de individuos resistentes (Mendes et al., 2011).

Como anteriormente mencionado, varios tipos de compostos quimicos sdo utilizados
nos diferentes acaricidas, sendo a maioria pertencente ao grupo dos organofosforados,
piretroide, aminidinas, lactonas macrociclicas, fenilpirazois ou benzoilfenilureias (SINDAN,
2014). Com isso, as populacBes de carrapatos podem gerar diferentes formas de resisténcia
adquirida, as quais variam de acordo com a pressdo de selecdo e ocasiona diferentes
caracteristicas genéticas e em proporc¢des (graus) diferentes (Freitas et al., 2005).

Diante de tais fatos, os principais mecanismos da resisténcia podem ser divididos em:
e Resisténcia metabolica: aumento do processo de se detoxificar e/ou eliminar 0s
produtos quimicos. Geralmente isso € possivel devido a melhora de expressédo
ou de especificidade das enzimas responsaveis pelo metabolismo de drogas (Li
et al., 2007). Alguns insetos respondem & presenga de moléculas xenobi6ticas

super-expressando enzimas pertencentes ao complexo citocromo P450
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(Hemingway et al., 2002). Esterases (Est) e glutationa S-transferase também
compdem as principais familias de proteinas envolvidas na resposta
apresentada pelo carrapato.

e Resisténcia pela insensibilidade no sitio de acdo: alteracbes em regido codante
podem causar alteracdes em aminoacidos, que por sua vez pode gerar uma
alteracdo na estrutura tridimensional da proteina final. Todas essas alteracdes
podem interferir na ligacdo das moléculas em seus respectivos sitios de acdo
(Pereira et al., 2008).

Por meio de estudos relacionados aos mecanismos de acdo dos acaricidas, € possivel
explicar as acGes moleculares que causam a resisténcia, o que inclui 0 aumento da expresséo
génica ou da atividade de enzimas envolvidas em metabolismo xenobidtico/detoxificador e
mutacdo(des) em neuroreceptores para acaricidas relatados como neuromoduladores,
dependendo da classe acaricida (ou seja, a resisténcia aos acaricidas em cada classe pode ter
diferentes causas). O metabolismo xenobidtico/detoxficador também pode estar associado
com a capacidade celular em modular as moléculas das drogas no meio extracelular. Também
h& acaricidas que agem no sistema nervoso de artropodes afetando os neurbnios pré-
sinapticos, neurotransmissores ou neurdnios pos-sinapticos, causando mutacBes em canais
ibnicos (alguns acaricidas utilizam o canal de sodio para neutralizar o carrapato) (Rufingier et
al., 1999; Martin et al., 2003; Oakeshott et al., 2003; Lovis et al., 2012).

Resisténcia Acaricida

A resisténcia dos carrapatos a um dos primeiros acaricidas a serem desenvolvidos, 0s
arsenicais, foi primeiramente reportada no ano de 1936, na Australia, e posteriormente no ano
de 1938, na Africa (Wharton, 1980). No Brasil, assim como em outros paises (Argentina e
Australia), a resisténcia as primeiras bases quimicas (arsenicais, organoclorados,
organofosfatos e carbamatos) desenvolveu-se rapidamente (Wharton, 1974). Resisténcia aos
arsenicais foi relatada pela primeira vez no Brasil no ano de 1953 (Freire, 1953). Figura 1
ilustra a distribuicdo da resisténcia no Brasil para seis diferentes classes de acaricidas, assim
como para suas respectivas associa¢fes (organofosforados e piretroides; organofosforados e
aminidinas). No primeiro relato publicado no Brasil contendo amostras resistentes a seis

classes de acaricidas (organofosforados, piretroides sintéticos, aminidinas, lactonas
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macrociclicas, fipronil e fluazuron) conduzido no Brasil (Rio Grande do Sul), Reck et al.
(2014) constatou resisténcia ao fluazuron em populagdes do carrapato R. microplus.

Neste documento analisamos 69 relatos de resisténcia a acaricidas provenientes de
diferentes areas do Brasil, pertencentes a 32 artigos de pesquisa publicados ou em resumos de
congresso. Um total de 44.93% dos relatos sdo oriundos da regido sudeste do Brasil,
possivelmente devido a alta atividade pecuaria regional associada ao intenso uso de acaricidas
para combater o R. microplus (Table 1).

Novas metodologias tém sido desenvolvidas para o diagndstico da resisténcia, como
por exemplo o teste de imersdo de larvas (Klafke et al., 2012) e o teste larval tarsal (Lovis et
al., 2013). Estes testes séo descritos como eficientes e podem ser uma opgdo em relacdo aos
testes entdo sugeridos pela FAO (Food and Agriculture Organisation) (teste de imersdo de
adulto e teste de pacote de larvas).

E importante notar que os testes disponiveis atualmente sdo Uteis apenas para
diagnosticar o problema quando este ja se encontra instalado, mas nao funcionam na deteccéo
da resisténcia antes que ela ocorra. Por conseguinte, os testes ndo sdo Uteis para prevencdo do

problema da resisténcia, apenas diagndstico.

Organofosforados

Organofosforados surgiram no Brasil pela primeira vez no ano de 1956 (Wharton,
1974) para substituir os organoclorados, 0s quais apresentaram resisténcia em diferentes
espécies de carrapato (Rhipicephalus microplus, R. appendiculatus, R. decoloratus) e alto
poder residual no ambiente (George et al., 2008). Organofosforados ndo apresentam poder
residual, sugerindo um intervalo de tratamento de 21 dias. Atualmente podem ser encontrados
em associacdo com piretrdides ou produtos para controle de larvas.

Tal classe é caracterizada pelo seu mecanismo de acéo, ou seja, inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChEs) (Guerrero et al., 2014). Baffi et al (2008) também encontraram
relacdo destas enzimas com organofosforado e piretrdides. Temeyer et al. (2010) também
verificou que uma de trés enzimas AChEs testadas em seu estudo foram insensiveis a
compostos fosforados. A auséncia desta enzima causa um aumento na acetilcolina, que passa

a ser toxica aos carrapatos, causando um aumento da contracdo muscular e paralisia.

Resisténcia aos organofosforados
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A resisténcia de carrapatos aos organofosforados sdo normalmente associados a um
Unico gene semi-dominante; em outras palavras, individuous heterozigotos tambem
apresentam a condicdo de resisténcia, mesmo que em menor escala que individuos
homozigotos (dominantes). Os mecanismos da resisténcia aos organofosforados ainda
precisam ser efetivamente desvendados, mas sabe-se que existe relagdo com a insensibilidade
da acetilcolinesterase (Foil et al., 2004), com o aumento do metabolismo das esterases
localizadas no integumento de teledginas resistentes e com a superexpressao dessas enzimas
em larvas (Villarino et al., 2001).

No ano de 1963, o rebanho no Rio Grande do Sul se constituia principalmente de ragas
européias, propicias ao desenvolvimento de carrapatos. Tal fato explica as altas infestagdes e
0 desenvolvimento de resisténcia aos organofosforados (Wharton; Roulston, 1977). Em 1970,
a maioria das populacGes de carrapatos ja apresentavam resisténcia acaricida aos

organofosforados (Wharton, 1974).

Amidinas

Na década de 1970, os organofosforados foram substituidos pelas amidinas, acaricidas
que apresentam 14 dias de poder residual, permitindo assim intervalos maiores de tratamento.
Amidinas estdo entre os acaricidas mais populares para o controle do carrapato bovino na
Australia, América Latina e parte da Africa. Esta classe apresenta ainda uma baixa toxicidade
tanto para bovinos quanto para humanos, e ndo possuem periodo de caréncia para abate
(Jonsson; Hope, 2007).

Nos carrapatos, 0os aminidinicos sdo metabolizados no composto N-2,4 - dimetilfenil
N-metilformamidina, o qual afeta fortemente a postura de ovos e apresenta toxicidade para
todas fases de vida do carrapato, principalmente larvas.

A acdo deste produto esta relacionada com enzimas importantes para o metabolismo
do carrapato, como as monooxidases (Holden; Hadfield, 1975). Baxter e Barker (1999) nédo
obtiveram sucesso em correlacionar o receptor da octopamina/tiramina com populagdes de R.
microplus resistentes ao amitraz, e Corley et al (2013) verificou um aumento na frequéncoa de
genes do receptor de octopamina (RmBAOR) em amostras que passaram por condi¢des
pressdo de selecdo com o uso de amitraz, correlacionando entdo a mudanca na frequéncia a

resisténcia desta classe.

Resisténcia a amidinas
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Relatos de resisténcia ao amitraz foram evidenciados no estado do Rio Grande do
Sul em 1994 (Nolan, 1994) e posteriormente em 1999 (Furlong, 1999). O maior nivel de
resisténcia ao amitraz pertence a cepa Santa Luiza, o qual foi constada como sendo 154
vezes mais resistente do que a amostra do grupo controle (Miller et al., 2002).

Entre os anos de 2005 e 2011, foram avaliadas a sensibilidade e resisténcia de fémeas
ingurgitadas ao amitraz e cipermetrina, no estado do Rio Grande do Sul. Durante o periodo de
estudo, a porcentagem de amostras de carrapatos resistentes ao amitraz variou entre 48 e 85%
do total analisado, enquanto que a resisténcia a cipermetrina variou entre 29 e 75%, sendo
ambas bases quimicas consideradas ineficazes no cotrole do ectoparasito (Santos; Vogel,
2012).

Em um estudo recente conduzido no Rio Grande do Norte por Coelho et al. (Coelho
et al., 2013), o produto a base de cipermetrina 5% (95.1%) apresentou eficacia média maior
que o produto de formulagdo amitraz 12.5% (84.6%). Mendes et al (Mendes et al., 2013)
encontrou populac@es resistentes ao amitraz nos estados de S&o Paulo e Parand, por meio do

Teste de Imersdo de Larvas.

Piretrdides

Surgiram em 1977 devido ao desenvolvimento da resisténcia aos organofosforados,
onde houve entdo grande estimulo no uso desta base quimica. Apresentam dois métodos de
aplicagéo: pulverizagdo, com intervalo de 21 dias, e, "pour on", com poder residual de sete
dias.

O canal de sddio regulado por voltagem é o local alvo para a acdo/atividade, bem
como resisténcia, dos piretrdides. Miller et al. (1999), trabalhando com populages resistentes
a piretrdides no México, e He et al. (1999), utilizando o sequenciamento de genes,
indentificou a substitucdo de um aminoacido especifico no dominio Il (fenilalamina por
isoleucina) do canal de sédio de nestas populagdes de R. microplus.

Um ensaio de diagnostico foi desenvolvido (Guerrero et al., 2001), o qual permitiu a
répida deteccdo da substituicdo do aminoacido mencionado em carrapatos, larvas e ovos. Um
grande nimero de carrapatos foi submetido a essa metodologia, sendo entdo o referido
mecanismo confirmado em todas amostras estudadas no México (Rosario-Cruz et al., 2009).

De acordo com Lovis et al (2012), a mutacdo L641 no dominio Il dos canais de sodio é

responsavel pela resisténcia em varios piretroides, e possuem ampla distribuicdo. Os autores
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encontraram a presenca de populacbes de carrapato resistente a piretrdides no Brazil,
Argentina, Australia e Africa do Sul. Neste estudo, uma mutagio presente no dominio Il
também foi relatada, mas somente no México, 0 que sugere uma separacao geogréafica para a
ocorréncia de mutagdes nestes dois dominios. Domingues et al. (2012) também encontraram
no Brasil a mutacdo C190A (dominio Il) no estado de Minas Gerais.

Andreotti et al. (2011) verificou a auséncia de muta¢Ges no canal de sédio (dominio
I11) em amostras de carrapatos resistentes a piretréides em Mato Grosso do Sul, Brasil. A
mutacdo no canal de soédio do dominio Il também ndo foi detectada em populacbes
brasileiras e australianas de carrapatos (Guerrero et al., 2012). No entanto, Morgan et al.
(2009) e Jonsson et al. (2010) reportaram diferencas em nucleotideos pertencentes a regido do
dominio Il dos canais de sodio em populacdes de carrapatos bovinos resistentes a piretrdides
na Australia. Lovis et al. (2012) também encontraram uma mutacéo especifica para flumetrina
(G72V) apenas na Australia (Brazil, Argentina, México e Africa do Sul foram os outros
paises estudados).

Utilizando amostras provenientes de Estados Unidos e México, Stone et al. (2014)
confirmaram a presenca de mutacdes ndo apenas no dominio Il (T213A), mas também no
dominio Il (C190A). Além disso, a mutacdo conhecida como 'super-knockdown'
(M918T/TI70C), previamente encontrada apenas em insetos, também foi identificado.

Resisténcia aos piretroides

No ano de 1987, testes in vitro foram realizados utilizando fémeas de carrapato
ingurgitadas oriundas do estado de S&o Paulo, com o intuito de avaliar a eficiéncia de seis
acaricidas: triclorfon + coumaphos, amitraz, fenvalerato, decametrina e cipermetrina high cis.
Os autores concluiram que a amostra avaliada de R. microplus apresentou resisténcia aos
principios ativos decametrina e fenvelarato, amobos piretrdides sintéticos (Pereira; Lucas,
1987).

Testes in vitro conduzidos em 1988 no Rio de Janeiro apresentaram menor
sensibilidade para acaricidas baseados em piretroides: cipermetrina, alfametrina e fenvelarato,
entre outros (Leite, 1988).

Testes in vitro conduzidos no estado do Pernambuco demonstraram que 0 carrapato
bovino apresentava resisténcia aos piretroides sintéticos (cipermetrina e deltametrina), assim

como para aminidinicos (Flausino et al., 1995).
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No ano de 2001, os efeitos da cipermetrina, deltametrina e permetrina foram avaliados
em larvas de R. microplus coletados no estado de Goias. Permetrina a 2,500 ppm eliminou
100% dos carrapatos, sendo o Unico dos trés compostos a atingir o nivel recomendado de
eficacia (>95%) preconizada no Brasil (Fernandes, 2001). Populagdes resistentes aos
piretroides sintéticos também foram identificadas nos estados de Sdo Paulo, Parang, Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais (Nolan, 1994).

Em 2008, a cepa de R. microplus de Santa Luiza, proveniente da regido sul do Brasil,
foi relatada como resistente a permetrina e amitraz (Li et al., 2008). Utilizando bioensaios,
Mendes et al. (Mendes et al., 2013) observou que populagdes de carrapato pertencentes ao
Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul demonstravam condi¢Ges de resisténcia a
cipermetrina, deltametrina e flumetrina. Tal ocorréncia foi entdo, o primeiro relato de
resisténcia a flumetrina no Brasil.

No estado de Mato Grosso do Sul, no ano de 2011, Gomes et al. reportaram a
resisténcia de R. microplus a organofosforados, piretroides sintéticos e aminidinas, sendo a
maioria destes, ineficientes (eficacia < 95%). Apenas duas associacdes apresentaram efeitos
nocivos aos carrapatos: DDVP 60% + clorfenvinfos 20% e cipermetrina 15% + clorpirifos
25% + butdxido de piperonila 15% + citronela 1% [58%].

Fenilpirazois

Os fenilpirazois foram desenvolvidos na década de 1980, e disponibilizados para o
mercado nos anos 90, para utilizacdo na agricultura e medicina veterinaria [Tanner et al.,
1997; Chandler et al., 2004). Seu método de aplicacdo € na forma "pour on", sendo proibidos
para animais em lactacéo.

O mecanismo de acdo ocorre por meio de neuromodulacédo realizada pela molécula de
fipronil, gerando o antagonismo dos receptores GABA (Acido y-Aminobutirico) e
blogueando os canais de cloro (Rauh et al., 1990), levando a hiperexcitagcdo e morte [Tanner
etal., 1997].

Originalmente, o fipronil foi empregado no controle de pragas agricolas e outros
insetos, e posteriormente utilizado para ectoparasitos de bovinos. O uso de produtos baseados
em fipronil na agricultura pode interferir no controle do R. microplus e contribuir para a

resisténcia a este composto (Castro-Janer, 2010).

Resisténcia aos Fenilpirazois
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A resisténcia de R. microplus ao fipronil em populagdes de campo foi primeiramente
documentada no Brasil e Uruguai (Castro-Janer, 2010). Entre os anos de 2006 e 2009, na
cidade de Lages, em Santa Catarina, um estudo foi conduzido utilizando fipronil 1% durante
14 tratamentos. Por meio de teste de estabulo, foi possivel concluir que depois de seis
tratamentos, a eficacia sofreu um decréscimo de 100 para 79.3%, sugerindo uma resisténcia
parcial do produto (Souza et al., 2014).

Tiazolinas

Representante da nova geracdo de acaricidas, a tiazolina possui formulacdo em
associacdo com piretroide. Este carrapaticida possui aplicacdo tanto na forma de pulverizacao
guanto por imersdo. O periodo de caréncia para o abate é de trés dias e o uso é liberado para
animais em lactacdo. Até o presente momento ndo ha relatos na literatura que acuse
resisténcia de carrapatos a este principio ativo. Ainda ndo ha relatos de resisténcia a esta
classe acaricida, no entanto, Furlong et al. (2007) analisando diversos principios ativos e
associacOes, constatou a eficiéncia média de 61,2% de um produto contendo tiazolina e

piretroide em associagdo, em estudo realizado entre os anos de 1997 a 2006.

Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas surgiram no inicio da década de 1980. Sdo compostos
derivados de produtos obtidos da fermentacdo de fungos actinomicetos do género
Streptomyces. Essa classe dispGe de um poder residual maior que em piretréides, e seu
espectro de acdo parasiticida € mais amplo. Assim sendo, apresentam eficiéncia em diferentes
vermes parasitas e larvas de Dermatobia hominis.

De acordo com Martin et al. (2012), lactonas macrociclicas agem blogueando a
transmisséo de atividade elétrica em nervos e células musculares, estimulando a liberacédo e
ligagdo de GABA em terminacdes nervosas. Isto provoca um influxo de ions cloreto para
dentro da célula, provocando a hiperpolarizacdo e subsequente paralisia do sistema

neuromuscular (Bloomquist, 1993).

Resisténcia as lactonas macrociclicas
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O primeiro relato de resisténcia a lactonas macrociclicas no Brasil foi verificado no
Rio Grande do Sul (Martins; Furlong, 2001). Empregando o teste de imersdo de larvas (TIL),
Klafke et al. (2006) publicou o primeiro relato de resisténcia a ivermectina diagnosticado de
forma in virtro. Os autores também detectaram resisténcia a doramectina (avermectina) por
meio do teste de imersdo de adultos (TIA). Quatro anos depois, Klafke et al. (Klafke , 2011)
também reportaram resisténcia a ivermectina em larvas no estado de S&o Paulo, utilizando o

TIL e o teste de pacote de larvas (TPL).

Fluazuron

Fluazuron é um composto pertencente a classe benzoilfeniluréia, que age regulando o
crescimento do carrapato por meio da inibicdo de incorporacao de quitina na cuticula (Kemp
et al., 1990).

Estudos realizados por Cruz et al. (2014), sugerem que o fluazuron apresenta efeito
deletério apenas na eclodibilidade de larvas provenientes de fémeas tratadas. Os autores
também analisaram a associacdo entre fluazuron 3.0 g e abamectina 0.5 g, onde foi concluido
que a associacdo com lactonas macrociclicas possuem efeitos nocivos aos paramentros

reprodutivos de fémeas de R. microplus.

Resisténcia ao fluazuron

O primeiro relato de resisténcia ao fluazuron no Brasil foi reportado por Reck et al.
(2014), estudando populacdo de carrapato originarias do estado do Rio Grande do Sul. Os

autores observaram resisténcia a maioria das classes de acaricidas utilizados no pais.

Spinosad

Grupo quimico considerado recente, o spinosad é gerado a partir da fermentagdo de
um fungo actinomiceto Saccharopolyspora spinosa encontrado naturalmente no solo, com uso
liberado para vacas em lactacao [64]. Esse principio ativo foi originalmente desenvolvido para
o controle de insetos na agricultura, e foi o primeiro representante da classe dos produtos
naturais (Naturalyte). Este produto apresenta acdo neuromuscular, inicialmente causando

contrages musculares involuntérias, seguido de paralisia (Salgado, 1998).
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O spinosad se mostrou efetivo no controle de R. microplus (Jonsson et al., 2010), R.
turanicus e Argas persicus (Cetin et al., 2009), sendo nenhum relato de resisténcia publicado
até entdo. Testes in vitro apresentaram também, a eficiéncia do spinosad para o controle de
Amblyomma americanum e Dermacentor variabilis (Miller et al., 2011). No Brasil, embora
ndo seja amplamente empregado comercialmente, o spinosad quando utilizado alcangou
eficicia média de 99,96% em populacdes de R. microplus provenientes de fazendas

localizados no estado de Rondonia (Brito et al., 2011).

Como reduzir a resisténcia a acaricidas

e Uso de testes de diagndstico

Para preservar a eficacia acaricida, é recomendado o uso de bioensaios in vitro para
avaliacdo da resisténcia acaricida antes da aplicacdo dos produtos, permitindo o uso da base
quimica mais adequada. Os testes normalmente empregados sdo: TIA (Drummond et al.,
1973), TPL (FAO, 2004) e TIL (Shaw, 1966).

No TIA, utiliza-se fémeas ingurgitadas para imersdo em frascos contendo diluicdes
comerciais dos acaricidas. Posteriormente, os parametros reprodutivos e eclodibilidade das
larvas revelam a eficacia do produto testado.

O TPL € um teste realizado com larvas, onde estas sdo alocadas em papéis filtro
previamente embebidos em 670 puL, sendo vedados com presilhas, formando pacotes. Ap6s o
periodo de 24h, a taxa de mortalidade é avaliada. O TIL disp6e de uma metologia similar ao
TIA, testando em larvas as diferentes diluicGes de acaricidas. Este teste é importante para o
diagnéstico da eficacia de acaricidas pour on, como as lactonas macrociclicas (Klafke et al.,
2006)

e Combinacdo Acaricidas e Monitoramento Regular

Por meio da literatura aqui analisada, podemos observar que a maioria dos casos de
resisténcia pertencem a produtos com apenas uma classe quimica. Assim sendo, classes
acaricidas em combinacdo e 0 monitoramento da resisténcia por meio de testes de
diagndstico, em associa¢do com a aplicagdo correta do acaricida, séo as principais formas de

aumentar a durabilidade da eficacia dos produtos, diminuindo o aparecimento da resisténcia.
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Conclusodes

Muitas publicacdes recentes tem detelhado o mecaniscmo de acdo e resisténcia dos
piretréides, incluindo as diferentes mutagdes que causam resisténcia em carrapatos. Este tipo
de trabalho contribui para um melhor entendimento do diagndstico molecular.

Principios ativos como a flumetrina (piretroide) e o fluazuron também foram inseridos
recentemente a lista de grupos quimicos 0s quais 0s carrapatos ja desenvolveram resisténcia.
Fipronil e lactonas macrociclicas vém apresentando também, cada vez mais relatos de
resisténcia. Tal fato evidencia a necessidade de criar um programa de controle de carrapatos
no Brasil, 0 que requer tempo e investimentos.

Basicamente, existem diferencas na eficiéncia acaricida entre populacbes de R.
microplus no Brasil e no mundo. Essas diferencas podem ser observadas até mesmo entre
propriedades vizinhas, sendo estas causadas principalmente devido a falta de padronizacdo
guanto a escolha do produto acaricida que seja eficaz e o ndo cumprimento das
recomendacdes do fabricante. Sendo assim, 0 uso de testes para avaliar resisténcia da
populacdo de carrapatos de cada fazenda se torna cada vez mais necessaria, afim de se obter
um maior controle do carrapato bovino e evitar o surgimento de populacdes cada vez mais

resistentes (incluindo os multirresistentes).
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Distribution of acaricide resistance in Rhipicephalus
microplus in Brazil

Eachcolorindicatesthe
number of acaricide classes
for which resistance was
reported in each state:

2 classes (SP and AM)

3 classes (SP and AM and SP+OP)

4 classes (SP and AM, or OP or ML or
SP+0P)

5 classes {(OP, SP, AM, Fipronil, SP+OP)
8 classes (OP, SP, AM, ML, Fipronil,

Fluazuron and associations SP+OP and
AM+0P)

Figure 1: accumulated resistance to organophosphates (OP), syntethic pyrethroids (SP),
amidine (AM), macrocyclic lactones (ML), fipronil and fluazuron. The associations between
organophosphates and pyrethroids (OP+SP) and amidines and organophosphates (AM+QOP)
were also considered as classes. The number of resistance classes evaluated are shown with a
color code indicating at least one resistance report, and each report is related to a class. We
included a total of 70 descriptions found in 33 publications, representing a ‘sampling’ of the
current resistance situation in Brazil.

Sources: Andreotti et al. (2011); Brito et al. (2011); Camillo et al. (2009); Campos Junior and
Oliveira (2005); Castro-Janer et al. (2010); Coelho et al. (2013); Domingues et al. (2012);
Farias et al. (2008); Fernandes (2001); Flausino et al. (1995); Furlong (1999); Gomes et al.
(2011); Klafke et al. (2006); Koller et al. (2009); Laranja et al. (1989); Leite (1988); Lopes et
al. (2014); Machado et al. (2014); Martins (1995); Martins et al. (1992); Martins et al. (2001);
Mendes et al. (2013); Mendes et al. (2011); Mendes et al. (2001); Pereira (2006); Raynal et
al. (2013), Reck et al. (2014); Santana et al. (2013); Santos et al. (2008); Silva et al. (2000);
Silva et al. (2005); Souza et al. (2003); Veiga et al. (2012).
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Table 1: Resistance to organophosphates (OP), pyrethroids, amidine (AM), macrocyclic
lactones, fipronil and fluazuron classes; and associations between aminidine and
organophosphate (AM + OP), organophosphate and pyrethroid (OP + SP). This table shows
70 resistance descriptions found in 33 publications distributed in the brazilian states.
Resistance reports were found in RS (Rio Grande do Sul), SC (Santa Catarina), PR (Parana),
SP (Séo Paulo), RJ (Rio de Janeiro), MG (Minas Gerais), MS (Mato Grosso do Sul), GO
(Goias), RO (Rondonia), BA (Bahia), PE (Pernambuco), PB (Paraiba) e RN (Rio Grande do
Norte).
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Abstract

The Rhiphicephalus microplus tick is responsible for considerable economic losses in
Brazil, causing leather damage, weight loss and reduced milk production in cattle and
transmission of pathogens. Currently, the main method for controlling this tick is using
acaricides, but their indiscriminate use is one of the major causes of resistance dissemination.
In this study, the adult immersion test (AIT) was used to evaluate resistance in ticks from 28
properties located in five different states (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Ceard, Sé&o
Paulo, e Minas Gerais) and the Distrito Federal (DF) of Brazil. The resistance was found in
47,64% of the sample, showing an efficacy of less than 90% (cutoff value for a sample to be
considered resistant) in various locations throughout the country. The larvae packet test was
used to evaluate samples from ten properties in four states (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Minas Gerais and Espirito Santo). Contact products belonging to the main classes of
acaricides, including mixtures formulations, were used in both types of test. New occurrences
of resistance were found on properties within the states of Ceara, Espirito Santo and Mato

Grosso, where such resistance was not previously reported.

Keywords: Cattle tick; Adult Immersion Test; Larval Packet Test; Acaricide

resistance
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Keywords: Cattle tick; Adult Immersion Test; Larval Packet Test; Acaricide
resistance
Resumo

O carrapato Rhiphicephalus microplus é responsavel por considerdveis percas
econémicas no Brasil, causando nos bovinos, danos ao couro, perda de peso, reducdo na
producdo de leite e transmissdo de patdgenos. Atualmente, o principal método de controle a
este carrapato é com a utilizacdo de acaricidas, porém seu uso indiscriminado é uma das
principais causas da disseminagéo da resisténcia. Neste estudo, o teste de imerséo de adultos
(TIA) foi utilizado para avaliar a resisténcia em populacdes de carrapatos provenientes de 28
propriedades localizadas em cinco estados brasileiros (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Ceara, Sdo Paulo e Minas Gerais) e no Distrito Federal (DF). A resisténcia foi encontrada em
47,64% da populacdo amostral demonstrando uma eficAcia de menos de 90% (valor
estabelecido para classificar uma amostra como resistente) em varios lugares do pais. O teste
do pacote de larva foi utilizado para avaliar amostras de 10 propriedades em quatro estados
(Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais e Espirito Santo). Produtos de pulverizacao
pertencentes as principais classes de acaricidas, incluindo associa¢des, foram utilizados em
ambos os testes. Novas ocorréncias de resisténcia foram encontrados em propriedades nos
estados do Ceard, Espirito Santo and Mato Grosso, onde a resisténcia ainda ndo havia sido
previamente reportada.

Palavras chave: Carrapato bovino; Teste de Imerséo de Adultos; Teste de Pacote de

Larvas; Resisténcia acaricida

1. Introduction

Currently, it is estimated that Brazil has approximately 212.8 million bovines and
exports approximately 1,5 million tons of carcass annually, thereby holding second place in
world-wide meat production (ANUALPEC, 2014) and fifth place in milk production (FAQO,
2015). However, one of the main obstacles to increase the profit of the supply chain is the
presence of the Rhipicephalus microplus tick, which occurs throughout intertropical regions
and causes economic losses in many countries. According to Grisi et al. (2014), the annual
losses in Brazil due to this tick are estimated to be 3.24 billion US dollars.

According to Gomes et al. (2011), in addition to reduce meat and milk production, the
skin lesions caused by tick infestation affect leather prices and contribute to the development
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of myiasis. This ectoparasite has also been associated with the transmission of pathogens,
such as Babesia bovis, B. bigemina and Anaplasma marginale (Bovine Babesiosis and
Anaplasmosis Complex).

Over decades, many classes of acaricide have been developed and used for tick
control. Generally, each class has a different mechanism of action, but the efficacy of each of
them is susceptible to the development of resistant tick populations. Resistance is defined as
"the ability of a parasite strain to survive and/or to multiply despite the administration and
absorption of a drug given in doses equal to or higher than those usually recommended but
within the limits of tolerance of the subject” (WHO, 1965).

An integrated program to control ticks has not been established in Brazil, and the
acaricides to be used in tick control are selected based on non-technical parameters. This
selection process, in addition to drug underdosing, are the main factors contributing to the
development of resistant populations (FURLONG and PRATA, 2000) and consequently, the
propagation of alleles that confer resistance to the next generations of parasites. Therefore,
reports of acaricide resistant R. microplus populations in Brazil, including reports of
multiresistant strains, have become more frequent and have been received from locations
throughout the country (HIGA et al., 2015), (RECK et al., 2014).

Due to this situation, the objective of this study was to evaluate the current status of
the acaricide-resistant R. microplus ticks on different properties in Brazil to help beef and
dairy cattle producers to choose effective acaricidal products based on the specific resistant

tick populations on each property, which can be determined using toxicological bioassays.

2. Materials and Methods

Different spray acaricides were evaluated using bioassays to monitor resistance. The
efficacy of the tested products was determined using tick samples collected from different
locations in the country, according to the guidelines provided on the Embrapa Beef Cattle
website. The samples were generally from farms with bovine tick-infestation problems. The
following classes of acaricides were analyzed: pyrethroids, organophosphates, aminidines,
and pyrethroid/organophosphate mixtures.

Adult Immersion Tests (AIT) (Drummond et al., 1973) using samples from 28
properties located in five states: Mato Grosso do Sul (MS), Mato Grosso (MT), Ceara (CE),
Séo Paulo (SP), Minas Gerais (MG) and the Distrito Federal (DF) were conducted. The
samples from Mato Grosso do Sul were from the cities of Anastacio(latitude 20° 28’ S and
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longitudes 55° 48> W), Aparecida do Taboado (latitude 20° 5° S and longitude 51° 5° W),
Bela Vista (latitude 22° 6’ S and longitudes 56° 31° W), Campo Grande (latitude 20° 28” S
and longitudes 54° 37> W), Dois Irméos do Buriti (latitude 20° 36’ S and longitudes 55° 21’
W), Dourados (latitude 22° 13’ S and longitudes 54° 48 W), Iguatemi (latitude 23° 25’ and
longitudes 54° 31° W), Jaraguari (latitude 20° 15” S and longitudes 54° 20’ W), Nioaque
(latitude 21° 7’ and longitudes 55° 56° W), Nova Alvorada do Sul (latitude 21° 27° and
longitudes 54° 22> W), Terenos (latitudes 20° 26° S and longitudes 54° 51° W) and Vicentina
(latitude 22° 24’ S and 54° 26° W). The samples from Mato Grosso were from Nova Mutum
(latitude 13° 49 S and longitudes 56° 5> W); the samples from Ceard were from Pacajus
(latitudes 4° 11’ S and longitudes 38° 31> W); the samples from S&o Paulo were from
Jaboticabal (latitude 21° 15’ S and longitudes 48° 19 W); and the samples from Minas Gerais
were from Estrela do Sul (latitude 18° 44’ and longitudes 47° 41> W). Finally, the samples
from the Distrito Federal (latitude 15° 49’ and longitudes 47° 55> W)were from Brasilia.

The Larvae Packet Test (LPT) was performed using samples from 10 properties with
beef and milk cattle in four states (MS, MT, MG and ES). The samples of larvae and
engorged females from the state of Mato Grosso do Sul were from the following cities:
Aparecida do Taboado (latitude 20° 5” S and longitude 51° 5° W), Campo Grande (latitude
20° 28 S and longitudes 54° 37° W), Dourados (latitude 22° 13’ S and longitudes 54° 48’
W)(two properties), Iguatemi (latitude 23° 25’ and longitudes 54° 31° W)(two properties), and
Rochedo (latitude 19°57” S and longitudes 54° 53 W); those from Mato Grosso were from
Brasnorte (latitude 12° 22’ S and longitudes 58° 11’ W); those from Minas Gerais were from
Monte Carmelo (latitude 18° 43’ S and longitudes 47° 29” W); and those from Espirito Santo
were from Montanha (latitude 18° 7° S and longitudes 40° 21 W). (Figure 1)

2.1. Adult Immersion Test (AIT)

For the AITs, engorged females were washed with running water and then were dried
with paper towels. In determining which engorged females to test, their physical condition,
engorgement level and mobility (physical force) were considered. The ticks were weighed and
were distributed into groups of 10 specimens (treatment), while maintaining the closest
approximate weight of each treatment (0.5 g).

All products tested were commercial formulations. Commercial dilutions of each

tested product were prepared in disposable bottles containing 200 mL of water and shaken to
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homogenize the solution. Each group was submerged in the respective dilution for five
minutes. Next, the ticks were removed from the solution and were dried with filter paper.
Then, they were allocated in Petri dishes, fixed dorsally using double-sided tape and packed
in BOD (Biochemical Oxygen Demand) at 28°C with a relative humidity of 80% (UR) for 14
days. When oviposition was complete, the eggs were allocated in cotton sealed syringes
(cotton plug) and were maintained in BOD for another 10 days. The reproductive parameters
(engorged female weight, egg weight, and hatchability rate) were analyzed according to the
“Acaricide Efficacy” (AE) protocol described by Drummond et al. (1973). An acaricide
product is considered efficacious when the AE is > 95%.

2.2. Larvae Packet Test (LPT)

The LPT was performed according to the protocol proposed by FAO (2004). Filter
papers were impregnated with 700 pL of the commercial dilution of each product. After 24 h,
approximately 100 R. microplus larvae were placed in a container with the impregnated paper,
which was subsequently closed with a tab. After 24 h, the mortality and acaricide efficacy
were evaluated using the following formula:

Corrected mortality % = ((%omortality treated - % mortality control)/(100% -
%mortality control)) x 100

3. Results and Discussion

3.1. Acaricide test

R. microplus specimens from each property were tested using different acaricides
belonging to the different classes. Each acaricide tested on a given property was considered a
repetition. In this study, 102 of the 212 performed repetitions revealed the presence of
resistance in the evaluated population (efficacy of less 90%). Therefore, as shown in Table 1,
the average efficacy of the tested classes of acaricides was 47.64%, which was an
unsatisfactory result.

In general, the main chemical classes to which resistance was found were amidines
and pyrethroids (Table 1). In 20 of the 29 times that products containing amidines were tested,

the acaricide efficacy was less than 90% (68.9%). Pyrethroids were tested 49 times and
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showed an efficacy of less than 90% 42 times (85.6%). These results demonstrate the broad
dissemination of resistance to single-base acaricides on the sampled properties.

The acaricides belonging to the organophosphate class that were tested in this study
had the following formulations: Dichlorvos 60g + chlorfenvinphos 20g + calcium alkylaryl
sulfonate 20 g + xylol and dichlorvos 60 g + chlorpyrifos 20 g. The results of the 43 tests
performed using chemicals in this class showed that efficacy rates of less than 90% were
obtained for specimens from only nine properties. These data suggest that acaricides in this
class are effective alternative control chemicals on many properties, which can be confirmed
using a specific bioassay.

Regarding combination acaricide formulations, cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 25 g
+ citronella 1 g + piperonyl butoxide 15 g was highly efficacious, reaching the recommended
efficacy in every test that was performed.. Formulations with a high concentration of active
ingredients can even develop resistance, which consequently fail to control the R. microplus
tick.

3.2. Pyrethroids

In this study, resistance (efficacy < 95%) to products belonging to the pyrethroid class
was found in R. microplus specimens from the states of Sdo Paulo, Ceara, Minas Gerais and
on many farms in Mato Grosso do Sul (Table 3 and 4), with these products exhibiting efficacy
ranging from zero to 100% for the three analyzed active ingredients (alpha-cypermethrin,
cypermethrin and deltamethrin). These results confirmed the results obtained by Koller et al.
(2009), Gomes et al. (2011) and Mendes et al. (2013) in Mato Grosso do Sul and those
obtained by Mendes et al. (2001), Pereira (2006) and Mendes et al. (2011) in the state of Sao
Paulo. There are no reports of such resistance in Ceara (HIGA et al., 2015), but it has been
reported in other states in the northeastern region of Brazil, including Bahia (CAMPOS Junior
and OLIVEIRA, 2005; RAYNAL et al., 2013) and Pernambuco (SILVA et al., 2005).

Kruskal-Wallis variance analysis was applied to the data regarding the efficacy of the
three pyrethroid active ingredients to kill ticks from the various properties, which showed that
the efficacy of alpha-cypermethrin was different from that of the cypermethrin formulation (p
< 0.05) at the same concentration. The average efficacy (%) of alpha-cypermethrin was
41.89% and that of cypermethrin was 81.78, suggesting that efficacy changes according to a
change in the chemical structure of the drug used in the chosen locations. A second Kruskal-
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Wallis variance analysis of the data related to these two chemical products was performed,
which showed that their effects differed (p < 0.05).

Synthetic pyrethroids have been used in Brazil since the 1970s, and the first cases of
resistance were reported in 1989 (ARANTES et al., 1995). Since then, pyrethroids have been
widely used, and no new drugs or combined formulations of active ingredients in the same

class have been developed, as was the case for the organophosphates.

3.3. Organophosphates

The acaricidal efficacy of the product with the formulation "DDVP 60 g + chlorpyrifos
20 g” was less than 95% for R. microplus specimens from 6 of the 24 (25%) properties
evaluated, with an average efficacy of 88.13%. These data confirmed the results of Koller et
al. (2009) and Gomes et al. (2011), who also tested this product using the “Adult Immersion
Test” and found unsatisfactory average efficacies of 85.64% and 85.28%, respectively.

The formulation "DDVP 60 g + chlorfenvinphos 20 g + calcium alkylaryl sulfonate 20
g + xylol" was also tested, achieving an average efficacy of 91.89% and found to be
ineffective on only two properties (Campo Grande and Nova Alvorada do Sul, both in Mato
Grosso do Sul). These results confirm the findings of de Landim et al. (2006), who also
identified a location in Uberaba (MG) for which the efficacy of this product was below the
recommended level. Koller et al. (2009) and Gomes et al. (2011) also found that a product
formulated as "chlorfenvinphos 20 g" combined with "DDVP 60 g" had a higher efficacy,
reaching 97.68 and 100.00%. The positive response due to including this product in some
mixed formulations may be related to the higher efficacy of chlorfenvinphos because its use
in other studies led to a higher average efficacy than did association formulations containing
chlorpyrifos. A similar result was obtained in the present study. In a study of properties in the
state of Goids, Silva et al. (2000), obtained an average efficacy of 100% using only

chlorfenvinphos, supporting the results of this study.

3.4. Aminidines

Two products containing chemicals in this class were used, which were described in

their documentation as "Amitraz 25 g" and "formamidine 12,5 g". The efficacy of the former
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ranged from 17.76 to 100%, for an average efficacy of 76.02%. The efficacy of the latter
acaricide ranged from 0 to 100%, for an average efficacy of 57.89%.

The differences in the average efficacies of these two products may be due to
differences in the concentration of the ingredients, but because they were used on different
properties, it is impossible to compare them because their usage histories were most likely
different on the different properties. The fact that the efficacy of both products widely varied
is consistent with the results described in a literature review prepared by this research team
(HIGA et al., 2015), which noted that there are many reports of resistance to aminidines from

locations widely distributed throughout the country.

3.5. Association Formulations

Based on the data shown in Tables 3 and 4, different acaricides in combination with
organophosphates and pyrethroids were tested in this study. However, even though active
ingredients from two classes have different mechanisms of action or types of activity in ticks,
only one of the association formulations exhibited the recommended efficacy (>95%) of the
FAO (1984)(Table 2, 5 and 6) for AIT tests. This product had the following formulation:
cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 25 g + citronella 1 g + piperonyl butoxide 15 g". This result
corroborates the findings of Koller et al. (2009), Andreotti et al. (2011), Gomes et al. (2011)
and Santana et al. (2013), who found that the combination of cypermethrin chlorpyrifos, and
piperonyl butoxide achieved an average efficacy of 100% in most tests.

The high level of efficacy of this product may be related to the presence of the
synergist piperonyl butoxide, which is an agent that potentiates the activity of pyrethroid
acaricide, increasing its efficacy. This synergist appears to act on cytochrome P450, which
may inhibit the activity of acaricides such as malathion (GUEDES and ZHU, 1998), and
consequently, it is used in combination with certain acaricides. In this study, this product was
tested on specimens from 21 of the 28 evaluated properties and was found to be effective in
controlling R. microplus from almost 100% of the properties (resistance had begun to appear
on only one property, with the product having 94.9% efficacy).

A product with the formulation “cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 25 g + citronella 1
g” was also evaluated. This formulation was found to be effective on four of the 10 properties
that were analyzed (Table 2) and exhibited an average efficacy of 71.99%. Another

association formulation, “cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 30 g + fenthion 15 g”, was
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effective on seven of nine evaluated properties and exhibited an average efficacy of 89.24%.
A Kruskal-Wallis variance test of the results obtained using these two formulations was
performed due to their similar contents. This test showed that the effects of the formulations
differed (p < 0.05), suggesting that the difference may be related to the presence of fenthion
instead of citronella 1 g, as well as the increased concentration of chlorpyrifos. This result
suggests that citronella may not have a sufficient acaricidal effect at this concentration (1 g)
on bovine ticks and that the use of two active ingredients belonging to the organophosphate
class in combination with pyrethroids may be an alternative method of tick control.

Another product with a higher concentration of chlorpyrifos was also used in this
study (cypermethrin 20 g + chlorpyrifos 50 g), which achieved an average efficacy of 87.69%

and was effective on 10 of the 16 properties were it was evaluated.

3.6. Larvae Packet Test

The result obtained using the LPT, similar to those obtained using the AIT, showed
that the association formulations and the organophosphates were more effective than were the
other products tested. Resistance to formamidines was found in various locations, and in 9 of
11 properties, its efficacy was not satisfactory (<95%) (Table 7).

Using the LPT, resistance to all of the tested active ingredients was found, even
resistance to the association formulation "cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 25 g + citronella 1
g + piperonyl butoxide 15 g" (Table 7), which had demonstrated a satisfactory efficacy using
the AIT test. In this specific case, the owner had been using the product for a prolonged
period, which demonstrates that resistance to a product that is 100% effective on other
properties can develop if it is used exclusively for a long period.

Using the LPT in samples from Espirito Santo state acaricide resistance was found for
formamidine 12,5 g and organophosphate: dichlorvos 60 g + chlorpyrifos 20 g. There were no
reports regarding acaricide-resistant ticks in this state (HIGA et al, 2015).

It was possible to compare the two sets of samples evaluated using the two tests (AIT
and LPT), as shown in the table below (Table 5). In the case of samples from Aparecida do
Taboado (MS), the adult ticks were more sensitive to the acaricides than were the larvae,

which was also observed in samples from a property located in Dourados, MS (Table 8).

3.7. Resistance in other Brazilian States
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The tests of ticks in the state of Mato Grosso were conducted using samples from
properties located in the city of Nova Mutum. Resistance against the following formulations
was found: pyrethroid: cypermethrin 15 g, alpha-cypermethrin 15 g and deltamethrin 25 g;
organophosphate: dichlorvos 60 g + chlorpyrifos 20 g and associations: dichlorvos 45 g +
cypermethrin 50 g; cypermethrin 15 g + chlorpyrifos 25 g + citronella 1 g and cypermethrin
15 g + chlorpyrifos 30 g + fenthion 15g.

It is important to mention that until the beginning of 2015 there were no reports
regarding acaricide-resistant ticks in the state of Mato Grosso (HIGA et al., 2015). Acaricide
resistance in ticks is a serious problem for the local beef supply chain because some of the
largest herds in Brazil is in Mato Grosso. The situation regarding products in the amidine
class is unknown because they have not been tested. However, resistance to pyrethroids,
organophosphates and association formulation was found on two properties, which is a
sufficient reason for concern.

Ticks resistant to the product "alpha-cypermethrin 15 g" were found on a property in
Brasilia, which is also in the mid-western region of the country. This result confirms results
obtained in Goias, where only pyrethroids had efficacy below the recommended level (SILVA
et al., 2000; FERNANDES, 2001).

Tests of samples from Pacajus, in Ceard, revealed the existence of a tick population
resistant to many acaricides, including pyrethroids and amitraz. The products that did not
achieve the desired efficacy in the evaluations had the following formulations: pyrethroid:
cypermethrin 15 g, alpha-cypermethrin 15 g and deltamethrin 25 g; formamidine 12,5 g and
associations: cypermethrin 20 g + chlorpyrifos 50 g; dichlorvos 45 g + cypermethrin 50 g and
ethion 60 g + cypermethrin 8 g. This is the first report of an acaricide resistant tick population
in the state of Ceara.

In the state of Sdo Paulo, acaricide-resistant ticks were found in the municipality of
Jaboticabal, but they were resistant only to products in the pyrethroid and aminidine classes,
confirming what was previously observed by Mendes et al. (2011).

On one property in the municipality of Terenos, MS, a strain that was sensitive to all
of the classes of acaricide was found, whereas on another property that is close to the first
one, ticks resistant to one combination formulation (cypermethrin 5 g + dichlorvos 45 g) and
to amitraz (Tables 3, 4 and 5) were found. These results support the proposition that each

producer who is worried about having an efficient control system needs technical guidance
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based on the results of resistance bioassays to choose the appropriate product for the property.
This study showed that there is acaricide resistance in tick populations in places where
resistance has not been reported (Ceara, Espirito Santo and Mato Grosso). The results of this
study also demonstrated that an increasing number of association formulations have an
efficacy below the recommended level. Finally, considering that it has become harder to
develop new effective acaricidal molecules, it is necessary to focus technical and research
efforts on identifying products that are effective in controlling R. microplus on a given
property and to investigate alternative control methods using different techniques, such as

molecular biological methods.

4. Final Considerations

Due to the spread of acaricide-resistant tick populations into farms throughout Brazil,
performing bioassay-based resistance diagnoses is extremely important. Knowing which
chemical is effective on each property, in addition to being the first step in creating a control
strategy, is a highly applicable low-cost strategy for controlling R. microplus. The results of
such tests also facilitate the correct choose of acaricides with the objective of maintaining
their efficacy (CORDOVES et al., 2001) because the development of new molecules with
acaricidal activity is very expensive. In addition, bioassays are more amenable to the
producers than are tests based on molecular assays, such as PCR.

The Molecular and biochemical aspects of pyrethroid and organophosphate classes are
better understood due to recent research in the area (Guerrero et al., 2012; Abbas et al., 2014);
therefore, performing toxicological bioassays (pour on and pulverization) of all other main
classes of these acaricides (Furlong et al., 2007) will allow more effective phenotypical

diagnoses of tick populations.
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Figures

Figure 1: Brazilian states of collected sample. Adult Immersion Tests (AIT) was performed using samples from
28 farms located in five states: Mato Grosso do Sul (MS), Mato Grosso (MT), Ceara (CE), Séo Paulo (SP),
Minas Gerais (MG) and the Distrito Federal (DF). The Larvae Packet Test (LPT) was performed using samples
from 10 farms located in four states: MS, MT, MG and Espirito Santo (ES).

Tables

Table 1: Profile of samples demonstrating acaricide resistance to different classes and associations, based on
samples sent to Embrapa Beef Cattle, as determined using the Adult Immersion Test

Table 2: Total number of samples and number of samples demonstrating resistance to different “association”
acaricide formulations, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as determined using the Adult Immersion
Test.

Table 3: Average efficacy of pyrethroids, organophosphates and aminidines in controlling Rhipicephalus
microplus on various properties, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as determined using the Adult
Immersion Test.

Table 4: Average efficacy of pyrethroids, organophosphates and aminidines in controlling Rhipicephalus
microplus on various properties, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as determined using the Adult
Immersion Test.

Table 5: Average efficacy of acaricides formulated with a pyrethroid in association with an organophosphate in
controlling Rhipicephalus microplus on various properties, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as
determined using the Adult Immersion Test (AIT).
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Table 6: Average efficacy of acaricides formulated with a pyrethroid in association with an organophosphate in
controlling Rhipicephalus microplus on various properties, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as
determined using the Adult Immersion Test (AIT).

Table 7: Evaluation of the efficacy of different acaricides in controlling Rhiphicephalus microplus on various
properties, based on samples sent to Embrapa Beef Cattle, as determined using the Larvae Packet Test — LPT

Table 8: Comparison of the efficacy of different acaricides in controlling Rhipicephalus microplus on two
properties in the State of Mato Grosso do Sul, as determined using the Larvae Packet Test (LPT) and the Adult
Immersion Test (AIT)

Figure 1:
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Chemical Class Total repetitions for ~ Total repetitions with Percentage of non-effective
each class efficacy of less than repetitions for each class
90% (resistance)

Association 91 30 32.9%
Formamidine 29 20 68.9%
Pyrethroid 49 42 85.7%
Organophosphate 43 9 20.9%

Total 212 101

Total percentage 100% 47.64%

1515 * Each acaricide product tested on specimens from each property was considered a repetition
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Table 2:
Number of repetitions Percentage of repetitions
Chemical base ~demonstrating demonstrating resistance
(associations) resistance/total number of relative to the total
repetitions
Dichlorvos 45 g + cypermethrin 50 8/17 26.6
g
Cypermethrin 20 g + chlorpyrifos 4/18 13.3
50¢g
Cypermethrin 15 g + chlorpyrifos
25 g + Citronellal g 6/10 20.0
Cypermethrin 15 g + chlorpyrifos
30 g + Fenthion 15 g 2/9 6.6
Cypermethrin 15 g + chlorpyrifos
25 ¢ _+Citrone|la 1 g + piperonyl 0/20 0.0
butoxide 159
Ethion 60 g + cypermethrin 8 g 57 16.6
Cypermethrin 5 g + dichlorvos
(DDPV) 45 g 5/7 16.6
TOTAL RESISTANT 30 100.0
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Table 3:
DDVP 60
DDVP
Alpha- g+ . Forma
LOCATION  cypermethr Cypermeth Dgltamethr chlorfenvin W AR midine
: rin15g in25¢g chlorpyr 259
inl5g phos20g . 12,59
+ ifos 20 g
Camr(’,c\’/lg)ra“de 0 44.44 14.91 21.85 22.26 ; 45.18
Camrz,‘\’/lg)ra“de 0 67.67 12.93 100 69.40 ; 81.48
Pacajus (CE) 54.68 77.89 82.98 100 97.89 ; 57.08
Iguatemi (MS) 21.81 77.72 48.69 100 91.82 | 77.66 ;
Jaboticabal (SP) | 54.36 ; 91.52 100 ; 89.48 ;
Camrg,‘\’/lg)ra“de 10.72 82.28 7157 100 9720 | 50.83 -
Campo Grande
M) 16.24 ; ; 100 ; 84.60 -
Jaraguari (MS) 96.10 - 75.66 100 : 100 -
Nioague (MS) 91.89 96.03 86.87 100 ; 87.42 -
Jaraguari (MS) 44.28 81.52 - 100 88.05 - 66.6
Brasilia (DF) 72.70 99.69 94.30 100 100 90.73 -
Nova Mutum
MT) 68.70 - 47.84 100 100 - -
Ponta Pora
(MS) 0 50.26 -92.26 100 100 23.99 -
Terenos (MS) 92.54 100 95.15 100 100 100 | 96.52
Campo Grande 26.87 94.80 ; 100 7697 | 1776 | 7071
(MS)
Paranaiba (MS) |  22.70 100 44.35 100 9517 | 9952 | 95.77

53

Column 5 Product: DDVP (dichlorvos 60 g) + chlorfenvinphos 20 g + calcium alkylaryl sulfonate 20 g + xylol
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Table 4:
Alpha- POVPO0G  ppvpeog
LOCATION cypermethri BT chlorfenvinp T Formamidin
nl5g chlorpyrifos el25¢g
nl5g hos 20 g +
209
Anastacio (MS) 42,55 90.88 - 96.3 -
Estrela do Sul (MG) 0 - - 100 -
Nova A"(’,‘\)Arg;'a do Sul 79.73 . 40.41 80.85 73.47
Nova Mutum (MT) - 2.59 - 100 -
Dois Irmdos do Buriti
(MS) - 44,74 - 2.02 21.94
Nova Alvorada do Sul
(MS) - 82.9 - 100 65.53
Terenos (MS) - - - 100 100
Terenos (MS) - - - 98.7 11.6
Vicentina (MS) - - - 100 68.57
Bela Vista (MS) - - - 100 0
Aparecida do Taboado
(MS) - - - 98.82 91.67
Dourados (MS) - - - 99.75 45.62

Column 4 Product: DDVP (dichlorvos 60 g) + chlorfenvinphos 20 g + calcium alkylaryl sulfonate 20 g + xylol
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Table 5:
Cypermethrin
; " Cypermethrin 159+
chhlorl/os 45 Cypzegmeihrm 159+ chlorpyrifos  Ethion 60 g +
LOCATION g . g~ chlorpyrifos 259+ cypermethrin
cypermethrin  chlorpyrifos 5 . a1
50 g 50 g _ 59+ C|tro_ne alg 8¢
citronella 1 g + piperonyl
butoxide 15 g
Campo Grande
(MS) 80.21 20.35 10.68 94.90 47.17
Campo Grande
(MS) 89.55 - 32.55 100 36.65
Pacajus (CE) 89.25 78.92 95.03 100 79.47
Iguatemi (MS) 79.91 96.17 76.05 100 90.35
Jaboticabal (SP) 100 - - 100 100
Campo Grande
(MS) 100 30.54 64.53 100 21.80
Campo Grande
(MS) - - - 100 -
Jaraguari (MS) 100 - - 100 88.60
Nioaque (MS) 88.34 94.22 97.23 - -
Jaraguari (MS) 76.97 - 55.91 - -
Brasilia (DF) 100 99.16 99.67 - -
Nova Mutum - 99.72 - - -
(MT)
Terenos (MS) 100 100 - - -
Campo Grande
(MS) 70.75 100 - 100 -
Paranaiba (MS) 99.59 100 98.40 100 -
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Table 6:
Cypermethrin
Cypermeth .
Dichlorv  Cypermeth  rin15¢g + hll5 g Jff Sl tC]:ypermet
0s45g+ rin20g+ chlorpyrifo chiorpyrios 59 ¥ rn Sg+
LOCATION . 259+ chlorpyrifos 7 dichlorvos
cypermet  chlorpyrifo s30g+ . -
: ? citronellalg g+ piperonyl (DDVP)
hrin 50 g s50¢ Fenthion : .
15¢ + plperonyl butoxide 1 mL 459
butoxide 15 g
Anastécio
(MS) 100 100 91.98 100 - -
Estrela do Sul
(MG) - 100 - 100 - -
Nova
Alvorada do 97.97 100 - 100 - -
Sul (MS)
Nova Mutum
(MS) 15.08 97.53 78.51 100 100 -
Dois Irmaos
do Buriti (Ms) |~ ) ) 100 100 )
Nova
Alvorada do - 100 100 100 100 45.93
Sul (MS)
Terenos (MS) - - 100 100 - 100
Terenos (MS) - - 100 100 - 82.32
Vicentina - - 325 100 - 56.02
(MS)
Bela Vista - - 100 100 - 81.49
(MS)
Aparecida do - - 100 100 - 92.85
Taboado (MS)
Dourados - - 100 100 - 42.77
(MS)
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Table 7:
Cypermeth .
rin15g+ Cypermethrlr) 15 Cypermeth Cyper  DDVP
chlorpyrifo g Gl DTS Forma rin5g+ methr 609+
LOCATION 25 g +citronellal  midine ; .
s30g+ . DDVP 45 in15 chlorpyri
4 g + piperonyl 1259
Fenthion b g g fos20 g
15 butoxide 15 g
g
Brasnorte
(MT) 100 99.46 92.64 99.64 - 100
Monte
C?,{A”g)'o 78.38 91.25 61.17 92.97 - 93.81
Campo
G(';\‘jlr'so)'e 99.57 100 25.86 100 - 100
R‘(’I‘\:}I‘g)do 100 100 60.02 100 - 99.78
Montanha
(ES) 93.62 98.80 13.82 97.12 - 68.49
Iguatemi
(MS) 94.64 98.09 20.59 94.03 - 88.93
Aparecida
do I,f‘/lbso)ado 70.77 7.13 95.84 42.53 - 55.70
Dourados
(MS) 100 100 91.75 93.85 - 99.75
Dourados
(MS) 98.76 98.51 89.71 55.17 78.04 88.54




1532

1533

Table 8:
Cﬁf?wT“ Cypermethrin 15 g DDVP
Applied  chlor grifos + chlorpyrifos 259  Forma  Cypermethri 60 q +
LOCATION $;t 3Jg+ + citronellal g + midine n5g+ cmo%wi
Fenthion 15 plperoni/é t;]utomde 1259 DDVP45¢g fos 20 g
g
Aparecida LPT 70.77 7.13 95.84 4253 55.7
do Taboado
(MS) AIT 100 100 91.67 92.85 98.82
Dourados LPT 100 100 91.75 93.85 99.75
(MS) AIT 100 100 45.62 4277 99.75
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