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RESUMEN

El presente estudio evalué la resistencia in
vitro de la garrapata Rhipicephalus microplus a
organofosforados (OF), piretroides sintéticos (PS)
y amitraz (AM). Las garrapatas adultas fueron
recolectadas en Boyac4, Colombia y sometidas
a la prueba de inmersién para evaluar la eficacia
de los farmacos, el efecto sobre la ovoposicién y
el porcentaje de eclosién larvaria. Se utilizé6 un
disefio experimental completamente al azar con
cinco grupos y tres repeticiones por tratamiento,
con 10 garrapatas por repeticién. Los resultados
demostraron tasas de mortalidad a las moléculas
evaluadas, encontrando 43, 56, 60 y 96% de
mortalidad para el grupo control, PS, AM y OF,
respectivamente, al dia 21 del experimento. La
inhibicién de la ovoposicién fue de 13,4% para
el grupo control, 44,6% para AM, 45,5% para
PS y 96% para OF. El porcentaje de eclosién de
huevos fue de 88% para el grupo control, 16% para
AM, 14% para PS y 4% para OF. El presente
estudio in vitro representa el primer diagnéstico en
el departamento de Boyaca, Colombia.

(Palabras clave: Rhipicephalus microplus;
resistencia; ixodicidas; in vitro)

ABSTRACT

The present investigation evaluated the in vitro
resistance of the Rhipicephalus microplus tick,
to organophosphates (OP), synthetic pyretroids
(SP), and amitraz. Adult ticks were collected in the
Department of Boyaca, Colombia, and subjected to
the immersion test, to assess the efficacy of drugs,
their effect on oviposition, and the percentage
of larvae eclosion. A completely randomized
experimental design was used, with 5 groups and
3 replicates per group, with 10 ticks per replicate.
The results showed that the mortality rates in terms
of percentage (%) of the assessed molecules were:
43 for the control group; 56 for SP; 60 for AM,
and 96 for OP, respectively, at day 21 of the study.
The inhibition of oviposition was: 13.4% for the
control group; 44.6% for AM; 45.5% for SP; and
96% for OP. The present in vitro study represents
the first diagnostic of resistance in the Department
of Boyaca, Colombia.

(Key words: Rhipicephalus microplus; resistance;
acaricides; in vitro)
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INTRODUCCION

Colombia reporta 23 millones de cabezas de
ganado bovino []] El departamento de Boyacé
refiere una poblacién bovina de 746,553 con
una participacién del 3,30% del total de la
ganaderia nacional. Boyac4 se encuentra entre los
15 departamentos con mayor niimero de bovinos
pero pese a esta considerable poblacién, los estudios
acerca de resistencia en garrapatas R. microplus son
escasos [2]. Una garrapata adulta es capaz de reducir
la ganancia de peso en 0,6 g/d, de la cual el 65% es
atribuido al estrés causado por la irritacién y el 35%
por la pérdida de sangre [3]. El uso extensivo de
productos quimicos para el control de la garrapata
bovina ha favorecido el desarrollo de resistencia a
estos compuestos, siendo una grave amenaza para la
sostenibilidad de los sistemas productivos [3].

La resistencia de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus a organofosforados (OF), piretroides
sintéticos (PS) y amitraz (AM) ha sido ampliamente
descrita, principalmente en Australia y Latinoamérica
[3]. La definicién de los criterios para considerar una
poblacién resistente de acuerdo a la FAO (2004)
se basan en que “...la resistencia esta definida como
la detecci6n, por medio de pruebas sensibles, de un
aumento significativo del nimero de individuos de
una tnica poblacién de una especie determinada que
toleran drogas en dosis comprobadamente letales para
la mayoria de los individuos de la misma especie...”
[4].

El desarrollo de la resistencia a los productos
quimicos depende de las presiones evolutivas y de
constantes ajustes [5], que involucran factores de
variabilidad genética, causada por mutaciones al
azar o rearreglos genéticos que son generados por
el uso constante de los pesticidas; permitiendo la
reproduccién de individuos con el rasgo de resistencia
[6].

En Brasil, R. microplus presenta resistencia a
todos los grupos quimicos con excepcién de fipronil
y fluazurén, aunque hay sospechas de resistencia a
fipronil [7]. En Uruguay, la resistencia a fipronil fue
diagnosticada a través de pruebas de establo [8] y por
ensayos in vitro en Cuba [9], Hagen y colaboradores
en 1999 [10] reportaron que en Guatemala, Costa
Rica, Honduras, Repiiblica Dominicana, El
Salvador y Panama existian cepas de garrapatas R.
microplus resistentes a piretroides.
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En Colombia, la presencia de la garrapata R.
microplus ha sido registrada en altitudes que oscilan
entre 0y 2900 msnm [11]. Existen trabajos de orden
nacional que sustentan el problema de resistencia,
encontrando presencia en diversas regiones y
bajo el uso de diferentes acaricidas [12]. Autores
como Betancourt [13] o Benavides et al. [14]
reportaron poblaciones de garrapatas colombianas
resistentes a moléculas como OF y PS, en diferentes
departamentos del pais.

A pesar de existir en el mercado una amplia gama
de productos quimicos para contrarrestar la accién
de las garrapatas, las poblaciones parasitarias han
ido en aumento, debido en ocasiones a la ineficacia
de los programas de control, la mala utilizacién de
los productos, la tolerancia desarrollada por insectos
y garrapatas, y la deficiencia en la aplicacién de los
productos recomendados.

La resistencia a ixodicidas ha conducido a
elevados costos de control de garrapatas, no solo
debido al valor de nuevos productos quimicos,
sino por la resurgencia de brotes de enfermedades
hemoparasitarias. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la eficacia de moléculas ixodicidas de uso
comiin, en condiciones in vitro, para el control de la
fase adulta de R. microplus.

MATERIALES Y METODOS

Las garrapatas fueron recolectadas de fincas
ganaderas del municipio de Moniquira, departamento
de Boyaca, Colombia. El estudio se realizé en
el Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la
Universidad Pedagégica y Tecnolégica de Colombia
(UPTC), Tunja, Boyaca, Colombia. LLa temperatura
promedio anual de la zona es de 13°C, presenta una
precipitacién pluvial anual de 645 mm y se encuentra
a una altitud de 2690 msnm [15]. Para la evaluacién
in vitro se recolectaron garrapatas R. microplus,
hembras adultas pletéricas que fueron depositadas
en tubos de cristal con tapén de algodén himedo y
fueron trasladadas al Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria de la UPTC.

Las garrapatas fueron desinfectadas, con cloro
0,3% [16,17] y pesadas. Ademas, fueron sometidas
a tratamientos ixodicidas mediante la técnica de
mmersién de adultas [18]. Los tratamientos fueron:
grupo | (control), agua destilada con Tween 80 al

1%; grupo II, OP (metrifonato 97%); Grupo III,
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PS (cipermetrina 15%); grupo IV, AM 20,8%.
Cada producto fue probado mediante tres réplicas
incluyendo el grupo control.

Las garrapatas hembras de los tratamientos
tuvieron un rango de peso de 0,20 a 0,25 g. Las
garrapatas se colocaron en placas de cultivo de
24 pozos y sumergidas por 60 seg en 1,5 mL del
producto comercial preparado de acuerdo a las
recomendaciones del inserto de cada producto.
Luego, las garrapatas fueron removidas secadas e
incubadas durante 20 d en cdmara himeda (85-
90% humedad relativa; HR) a 27°C. Se realizaron
observaciones diarias con micro-estereoscopio para
comprobar el efecto del farmaco.

Se registr6 la mortalidad de las garrapatas a
través de observaciones durante 21 d. Las garrapatas
fueron consideradas muertas cuando no mostraron
movimiento alguno al ser estimuladas. Para estimar
el porcentaje de mortalidad se usé la férmula descrita

por Abbott [19].

% Mort. Tratadas - % Mort. Control x 100
100 - % Mort. Control

% de Mortalidad=

Para determinar el efecto del producto comercial
sobre la eficiencia reproductiva de R. microplus,
se retir6 la postura de cada una de ellas a los 14
d de incubacién. Los huevos fueron pesados e
incubados bajo condiciones controladas de humedad
y temperatura (28°C y 85% HR). Para establecer el
efecto del farmaco evaluado sobre la ovoposicién, se
obtuvo la relacién del peso de huevos depositados /
peso de las hembras por grupo mediante la siguiente

férmula [18]:

Peso de huevos (g) x 100

Peso de hembras (g)

Con este resultado para cada grupo experimental
se calcul6 el porcentaje de inhibicién de la ovoposicién
(I0) mediante la siguiente férmula [18]:

Relacién de pesos =

Peso de huevos control — Peso huevos TTO  x 100

PCSO de huevos COIltI'Ol

% 10 =

Para calcular la eclosién de larvas se tomaron
cinco alicuotas, realizando el conteo de cascarones
(C) rotos y no rotos hasta completar 100 huevos
(H) procedentes de una muestra de 1 g de huevos

incubada a 28°C y 85% HR y previamente
homogenizada. Con los resultados de los conteos se
calculé el promedio de eclosién para los diferentes
tratamientos.

El porcentaje de eclosién se establecié por medio
de la siguiente férmula:

%E=C/H+Cx 100

Se calculé la eficiencia reproductiva (ER),
segin cada acaricida y el control. La ER es un
valor necesario para calcular la eficacia del acaricida

[18]:

Peso de los huevos

ER = x % de Eclosién x 20.000

Peso de las Garrapatas

Se calculé la eficacia del producto (EP), segiin
cada acaricida [19]:

ER control — ER del grupo tratado x % de Eclosién x 20.000
ER control

EP =

El factor de resistencia se calculé dividiendo la
eficacia esperada, 100%, entre la eficacia obtenida
en cada producto.

ANALISIS EsTADISTICO

Se utiliz6 un disefio experimental completamente
al azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones,
donde cada repeticién incluyé 10 garrapatas por
tratamiento. Para conocer la significancia estadistica
de las mortalidades se calculé el Chi cuadrado de
bondad de ajuste para los promedios de dias a la
primera muerte, y al 50 y 100% de mortalidad, asi
como el porcentaje de inhibicién de la ovoposicién
entre tratamientos. Se utiliz6 el anélisis de varianza

(One-Way ANOVA). Los datos fueron analizados
en el programa estadistico Epidat 4.0.

REsuLTADOS Y DIscuUsION

Los dias promedio a la primera muerte y al 50%
de mortalidad se presentan en el Cuadro 1. El grupo
tratado con OF llega al 96% de mortalidad el dia
21, mientras que los grupos tratados con AM y PS
solo llegan al 60 y 56% de mortalidad en el dia 21,
respectivamente (Cuadro 2).

Respecto al porcentaje de mortalidad, se encontré

menor eficiencia para PS (30,02%), seguido de AM
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Cuadro 1. Dias de ocurrencia de mortalidad de garrapatas
Rhipicephalus microplus segtin tratamiento

Tratamientos'  Primera muerte 50% mortalidad

Control 16,7 20,0
AM 3,0 12,3
PS 4,3 18,7
OF 6,0 8,0

" AM: Amitraz; PS: Piretroides sintético; OF: Organofosforado

(38,5%), mientras que el OF presenté la mayor
eficiencia alcanzando el 100% de mortalidad.

Los resultados mostraron una inhibicién de la
ovoposicién (%I0O) del 13,4% para el grupo control,
44,6% para AM, 45,5% para PS y 96% para OF
(Figura 1). Asimismo, el porcentaje de eclosién de
huevos de garrapatas R. microplus fue de 88% para
el grupo control, 16% para AM, 14% para PS y
4% para OF (Figura 1).

Los tratamientos a base de AM y PS para el
control de R. microplus lograron una mortalidad
bastante baja, mientras que el grupo tratado con OF
obtuvo el 96% de mortalidad al dia 21. Estudios
anteriores, en Colombia, obtuvieron la eliminacién
total de la poblacién de cepas de garrapatas a base
de OF, AM y PS como acaricidas [20], lo que
es un indicativo de un fenémeno de resistencia en
proceso debido a la disminucién de la efectividad.
Benavides et al. [21] y Betancourt [13] reportaron
poblaciones de garrapatas resistentes a moléculas
de PS, especificamente Cipermetrina (60% de
efectividad), situacién que coincide con lo encontrado
en las poblaciones de garrapatas analizadas en este
estudio.

Los resultados del presente estudio se relacionan
con el estudio de Fragoso et al. [22] quienes
encontraron una mortalidad de 25,2% con la dosis
discriminante de AM, y de 99,7 y 98,6% con los OF,

Clorfenvinfos y Coumafos, respectivamente. Fragoso

et al. [23] evaluando 98 poblaciones de campo de
R. microplus en Yucatan, México, encontraron que
el 63, 61 y 59% de las garrapatas eran resistentes
a Flumetrina, Deltametrina y Cipermetrina,
respectivamente. Asimismo, Reyes-Dominguez et
al. [24] indican 16% de eficacia para OF, 40%
para PS y 47% para AM a los 7 d del tratamiento,
valores mayores a la eficacia obtenida para ese dia
en el presente estudio.

Pulido-Medellin et al. [17] describen el uso
del hongo Metarhizium anisopliac para el control
de R. microplus, con una eficiencia del 100% al
dia 14 del tratamiento. Resultados similares fueron
descritos por Garcia-Corredor et al. [16] usando
el hongo Cordyceps bassiana in vitro al dia 15 del
tratamiento.

La inhibicién de la reproduccién de R. microplus
fue de 44,63% para AM, 45,5% para PS y 96,0%
para OF, en tanto que Pulido-Medellin [17] y Garcia-
Corredor et al. [16] encontraron una reduccién que
vari6 entre 68 a 91% y de 40,3%, respectivamente,
lo que pone en evidencia la limitada utilidad de AM
y PS para el control de la garrapata.

Para determinar la eficacia de los productos
se calculé la eficiencia reproductiva (ER), valor
que expresa la capacidad de una teleogina para
transformar su peso corporal en larvas viables [25].
En cuanto a la eficacia de los productos PS y AM,
mostraron valores inferiores a la eficacia minima
aceptada internacionalmente (Cuadro 3), la cual
debe ser igual o mayor de 90% [4]. Estudios como
los de Bravo et al. [25, 26] in vitro encontraron
resistentes las poblaciones evaluadas tras el uso de
amitraz. En un estudio similar evaluando larvas y
adultos frente al OF coumafos, Bravo et al. [25]
describen la presencia de resistencia en hembras
ingurgitadas; estudios como el de Coronado y Mujica
[27] sobre moléculas similares a las del presente

Cuadro 2. Eficacia (%) de productos ixodicidas para el control de garrapatas adultas Rhipicephalus microplus segin el

dfa postratamiento

Tratamientos' 2 4 6 10 12 14 16 18 21
Control 0 0 0 0 0 0 1,6 4,3 4,3
AM 0 3,0 3,6 3,6 4,0 4,6 5,0 5,3 6,0 6,0
PS 0 1,3 2,6 3,0 3,0 3,0 3,0 3,6 5,6 5,6
OF 0 0 4,0 5,0 6,0 6,3 7,3 8,0 8,6 9,6

! PS: Piretroides sintético; OF: Organofosforado; AM: Amitraz
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—— Fficiencia Reproductiva i

80 Inhibicion de Eclosion

Contro Amitraz P5 OF

Figura 1. Porcentaje de eficiencia reproductiva (Negro) e
Inhibicién de la eclosién (Gris) de productos ixodicidas para el
control de garrapatas adultas Rhipicephalus microplus

estudio, revelan resultados similares a los reportados
para el caso de PS y AM.

El fenémeno de resistencia ha afectado a
productores, veterinarios y fabricantes de insecticidas,
pero también ha proporcionado la oportunidad de
conocer los aspectos mas relevantes de la bioquimica y
evolucién de los artrépodos en poblaciones expuestas
a una presién de seleccién quimica intensa por
compuestos ixodicidas.

Se han descrito diferentes mecanismos asociados
a la presencia de resistencia a quimicos en artrépodos.
Estos incluyen los procesos de detoxificacién
metabélica o modificacién del sitio blanco, como
los principales responsables. Varios autores [28-32]
evaluaron la funcionalidad de PS y determinaron
un incremento significativo de la actividad general
de esterasas asi como de hidrélisis de la permetrina.
El canal de sodio es el sitio blanco de los PS y
por esta razén se le conoce a este mecanismo como
modificacién del sitio blanco o resistencia tipo
Kdr por su denominacién en inglés (Knock down
resistance) [31] y es uno de los mecanismos mejor
documentados en insectos [33].

Para el caso de los OF, Temeyer et al. [34]
determinaron la modificacién del sitio blanco en
la acetilcolinesterasa a través de una sustitucién
de una glutamina por una arginina en el gen de la
acetilcolinesterasa 3; para el caso de AM, existe
una fuerte evidencia de que su destino es el receptor
octopamina [35, 36]. Chen et al. [37] fueron los
primeros en describir las mutaciones de un gen del
receptor octopamina en R. microplus resistente al
AM. El descubrimiento de estas mutaciones en

garrapatas resistentes al AM proporciona la primera
evidencia de la posibilidad de un sitio de destino
del garrapaticida alterado como un mecanismo de
resistencia al AM en R. microplus.

La presencia de resistencia a los PS encontrada
en el presente estudio, puede conllevar a la presencia
de resistencia cruzada con OF. Se ha demostrado
que algunos mecanismos de resistencia a el OF
son comunes con los de PS, como es el caso del
incremento de la frecuencia del mecanismo de
glutation- S - transferasa [9, 25], por lo que se podria
estar frente a un proceso de resistencia en proceso
para el caso de los OF; tinico producto que cumplié
los estandares de eficacia evaluados en el presente
manuscrito.

LLa demanda para combatir este problema dentro
de las explotaciones bovinas lleva a considerar la
utilizacién de acaricidas de origen biolégico, solos o

en combinacién [38-40].
CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio muestran
deficiencias por parte de los PS y AM en el control de
garrapatas R. microplus. El OF muestra efectividad,
pero se presume de un proceso de resistencia a la
molécula debido a su relacién con los PS. La pérdida
de efectividad del control quimico contra la garrapata
puede deberse a la aplicacién ineficaz, condiciones
estacionales desfavorables para la aparicién de un
mecanismo de resistencia.
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