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Resumen

El presente trabajo tuvo como obijetivos llevar a cabo un diagndstico del perfil
toxicologico de poblaciones de campo de Haematobia irritans a fipronil, y realizar un
estudio de dinamica poblacional en Uruguay, en el periodo comprendido entre
septiembre 2011 y abril 2012. Para el diagndstico de perfil toxicologico se testaron
nueve poblaciones ubicadas en establecimientos de los departamentos de:
Canelones, Lavalleja, Maldonado, Paysandd y Rocha. Fueron seleccionados
establecimientos con y sin historial de uso de fipronil, con presencia de garrapatas
(Rhipicephalus (B.) microplus) y ausencia de las mismas. Se realizaron bioensayos
in vitro con diferentes concentraciones de fipronil, que comprendian la sobrevida y la
mortalidad total, mediante el método de Sheppard y Hinkle (1987). Al trazar las
curvas dosis respuesta, pudo observarse una disminucién en la susceptibilidad de
las poblaciones de moscas con historial de uso de fipronil, observandose una
diferencia significativa con la poblacién de campo no tratada y mas susceptible
(FRs0>2). Para el estudio de dinamica poblacional, fueron visitados con frecuencia
guincenal dos establecimientos de la region sur del pais, proximos a Montevideo. En
cada ocasion, se realizé un contaje visual directo del total de H. irritans observadas
sobre cada animal con los cuédles se contaba para el ensayo. Se elaboraron las
curvas de distribucibn del promedio de moscas por animal, para cada
establecimiento. La distribucién en el periodo de estudio fue estacional desde el
inicio de la primavera hasta mediados de otofio (ocho meses), presentando una
curva bimodal con un primer pico al final de la primavera y principio del verano (07
de noviembre al 4 de enero) y un segundo pico al final del verano y principio del
otofio (5 de marzo al 10 de abril). En el periodo primavera-verano se detectd el
mayor numero de moscas y a su vez se observaron niveles de parasitosis no

tolerables para el ganado, por un corto periodo de tiempo.



Summary

The present study aimed at carrying out a diagnosis of the toxicological profile
of Haematobia irritans to fipronil field populations and at performing a study of
population dynamics in Uruguay, during the period between September 2011 and
April 2012. For diagnosis of toxicology profile, there were tested nine populations
located in farms of the departments of: Canelones, Lavalleja, Maldonado, Paysandu
and Rocha. They were selected farms with and without history of use of fipronil, with
presence of ticks (Rhipicephalus (B.) microplus) and absence of them. In vitro
bioassays were performed with different concentrations of fipronil, which included
survival and total mortality, using the method of Sheppard and Hinkle (1987). A
decrease in the susceptibility of horn fly populations with a history of fipronil use
could be observed, with significant difference in relation to a more susceptible field
population (FRso> 2). For the study of population dynamics, two farms in the southern
region of the country were visited fortnightly near Montevideo. On each occasion, a
direct visual count of the total number of H. irritans observed on each animal was
counted and counted for the trial. The average distribution of flies per animal was
calculated for each farm. This distribution was seasonal, extended from the
beginning of spring to the middle of autumn (eight months), presenting a bimodal
curve with a first peak at the end of spring and beginning of summer (November 7 to
January 4), and a second peak at the end of summer and beginning of autumn
(March 5 to April 10). In the spring-summer period, the highest number of flies was
detected and at the same time levels of parasitism were not tolerable for the cattle,

for a short period of time.



1. Introduccién

La “mosca de los cuernos” (Haematobia irritans), es un diptero hematofago
pequefio (2 a 4 mm) de color ceniza, con una disposicion de las alas semi-abiertas
gue le dan la caracteristica de punta de flecha. Parasita principalmente al ganado

bovino en pastoreo, siendo una de las principales parasitosis a nivel mundial.

Este ectoparasito de origen europeo, ingresé al continente norteamericano a
fines de 1890 (Riley, 1889) donde se disemin6 rapidamente. Se extendié hacia
América del Sur en muy pocos afos, ingresando por primera vez al Uruguay
(Artigas) en enero de 1991 (Carballo & Martinez, 1992), dispersandose rapidamente

a todo el territorio nacional durante ese afo.

Esta presente mayormente en ganado de carne y ganado lechero, que se
encuentran a pastoreo. No se desarrollan poblaciones importantes en sistemas
intensivos lecheros (encierro) y en engordes a corral (“feedlots”), ya que en estas
condiciones no se mantiene la integridad de la materia fecal, requisito fundamental
para que se desarrollen las formas inmaduras de la mosca. La materia fecal de
bovino es la Unica que permite la evolucion de los huevos (Greer & Butler, 1973). La
mosca adulta esta la mayor parte del tiempo sobre el animal donde generalmente se
produce la copula, la que ocurre entre el segundo y el quinto dia de vida (Jones y
Kunz, 1998). Las hembras copulan una Unica vez en su vida, mientras que los
machos lo hacen con un promedio de entre 5 a 8 hembras. Cada hembra deposita
entre 360 y 400 huevos a lo largo de su vida (Romano & Ferrari, 1993) y lo hacen en
el borde de la bosta recién puesta (Foil & Hofsette, 1994). El tiempo de incubacion
de los huevos es de 16 horas y el porcentaje de eclosion es alto. Una vez
eclosionados los huevos, salen las larvas que migran hacia el interior de la materia
fecal, realizan tres mudas previas a la pupa. Dependiendo de la humedad de la
materia fecal, la pupa puede ocurrir en la bosta o en el suelo. Las larvas pueden
introducirse en el suelo hasta una profundidad de entre 3 y 4 cm (Romano & Ferrari,
1993). El periodo de huevo a pupa demora entre 4 y 5 dias y de pupa a adulto entre
5y6.

El nUmero de moscas en un rodeo tiene una alta correlacion con factores

abidticos, principalmente temperatura y precipitaciones
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Su méaxima presencia se registra durante los meses calidos y humedos,
disminuyendo en los meses mas frios y secos (Kunz & Cunnigham, 1977; Palmar y
col., 1981; Castro y col., 2008). Ante temperaturas inferiores a 10-12°C, se produce
la disminucién del metabolismo en estado de pupa, este fendmeno se conoce como
diapausa pudiendo permanecer en este estado hasta 160 dias (Kunz &
Cunningham, 1977). Para salir de este estado, se necesitan condiciones que
aseguren temperaturas superiores a 18°C (Thomas & Kunz, 1985; Solari y col.,
2007). En condiciones 6Optimas en nuestro pais, el ciclo se completa en 15 dias,
estimandose 12 generaciones por afio, con un periodo de diapausa durante el

invierno (Castro y col., 2008).

Si bien es un parasito hematéfago, el volumen de sangre perdido por el
animal es facilmente repuesto, no produciéndose descensos en el hematocrito. Las
pérdidas econdmicas son debidas, principalmente, a la irritacion e intranquilidad
constante que las moscas le ocasionan a los animales (Butler, 1992; Lysyk, 2000).
Hay reduccion de la ganancia de peso, de la eficiencia alimenticia y de la produccion
lactea (Byford y col., 1992) produciendo pérdidas economicas potenciales anuales
del entorno de los 730 millones de ddlares en USA (Butler, 1992) y de 2558 millones
de dolares en Brasil (Grisi y col., 2014).

En USA y Canada se estimaron pérdidas productivas a partir de 200 moscas
por animal, durante todo el periodo favorable para la mosca (Kunz y col., 1991;
Haufe, 1979). En Uruguay, estudios de variacién poblacional registraron un nimero
de moscas/animal por debajo de 200 (Castro y col. 2003b; Castro y col. 2005; Castro
y col., 2008) y este niumero no tuvo un efecto negativo sobre la ganancia de peso en
varias categorias de bovinos de carne (Castro, 2003a). Sin embargo, la situacion
puede haberse modificado, debido a una mejor adaptacién del parasito a nuestro

clima.

El control de H. irritans se realiza fundamentalmente, mediante insecticidas a
base de piretroides sintéticos (PS), organofosforados (OF), PS+OF, fenilpirazoles
(fipronil), ciclodienos (endosulfan, solo autorizado en algunos paises), y mezclas de
insecticidas con inhibidores enzimaticos, cuyas formas de aplicacion son derrame
dorsal, bafio de inmersion/aspersion y caravanas insecticidas. Ocasionalmente son

utilizados los endectocidas como las lactonas macrociclicas. El uso reiterado de
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insecticidas sumado al alto nimero de generaciones por afio de estos dipteros tiene
una alta relacibn a la aparicion de resistencia de la mosca a los mismos
(Guglielmone y col., 2000). La resistencia a los plaguicidas “es la habilidad que tiene
una poblacion de parasitos (moscas) para tolerar dosis de téxicos que serian letales
para la mayoria de los individuos en una poblacion normal (susceptible) de la misma
especie” (Stone, 1962), siendo de origen genético y heredable. Desde el punto de
vista préactico “es el fallo repetido del producto para lograr el esperado nivel de
control cuando se usa de acuerdo a las recomendaciones de la etiqueta para la
especie de plaga de interés” (FAO, 2012). Los tipos de resistencia mas frecuentes
descriptos para Haematobia irritans son la resistencia metabdlica y la resistencia por
insensibilidad del sitio de accion. En la primera el parasito aumenta la concentracion
o la producciébn de enzimas detoxificantes (esterasas u oxidasas) las cuales
destruyen las moléculas quimicas, y en la segunda se da por una mutacion del sitio

blanco donde actua el insecticida.

En diferentes paises se ha diagnosticado resistencia de H. irritans a PS, OF y
endosulfan (Byford y col., 1985; Sparks y col., 1985; Domingues y col., 2013),
mientras que en Uruguay Unicamente se ha diagnosticado la resistencia a PS a
pocos afios de su ingreso al pais (Marquez y col., 1997). Esto pudo haberse debido
a que este insecticida que era comunmente usado para el control de garrapata, haya
generado una presion de seleccion indirecta contra la mosca. Posteriormente se
habilitaron otros principios activos para el control de la mosca, como OF vy
fenilpirazoles, sospechandose actualmente resistencia a estos. La aparicion de
resistencia conlleva a un aumento del costo de produccion ya que, con el interés de
controlar la mosca, el productor aumenta la frecuencia y/o dosis de los tratamientos,
lo que implica aumento de residuos en carne y leche, contaminacién ambiental y

costos por la mano de obra.

En esta linea, se vuelve necesario realizar un diagnostico precoz de la resistencia.
Actualmente a nivel mundial existen dos formas de diagnostico precoz; técnicas
moleculares y bioensayos in vitro. Las técnicas moleculares buscan determinar
mutaciones genéticas, permiten detectar la presencia de individuos con una
mutacion dentro de la poblacién problema, aun cuando su frecuencia sea baja. Estas
técnicas tienen como limitante que si la resistencia esta dada por una mutacion no

descrita, no sera detectada. Para H. irritans han sido descritas 3 mutaciones
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puntuales, para PS tipo kdr y super-kdr, G262A AChE para OF y mutacion Rdl
relacionada a ciclodienos, (Guerrero y col., 1997; Jamroz y col., 1998; Foil y col.,
2010; Domingues y col., 2013). Recientemente fue desarrollado una PCR multiplex
gue pueden diagnosticar simultaneamente las 3 mutaciones antes mencionadas

(Domingues y col., 2014).

Los bioensayos in vitro, permiten detectar la presencia de individuos
fenotipicamente resistentes. Actualmente para moscas, soOlo se dispone del test
Sheppard & Hinkle (1987), para la determinacién de la toxicidad de OF y PS,
faltando aun desarrollarse bioensayos para lactonas macrociclicas (LM) vy

fenilpirazoles (fipronil).

Las LM y el fipronil son los principios activos de mas reciente aparicion en el
mercado y comenzaron a utilizarse a fines de 1990. A pesar de su poco tiempo de
utilizaciéon ya se ha registrado la aparicion de poblaciones de garrapatas resistentes
a fipronil e incipientes a ivermectina en el pais (Castro-Janer y col., 2010). Por lo que
cabe esperar la falla de eficacia de este producto en H. irritans, ya que es afectada
por el producto aunque no haya sido el objetivo del control (presion indirecta de
seleccidn). Por esto es necesario adaptar un test para la determinacién de toxicidad

a fipronil.

El fipronil es un insecticida de la familia de los fenilpirazoles desarrollado por
Rhéne-Poulenc Ag Company (ahora Bayer CropScience) entre 1985 y 1987 y puesto
en el mercado a principios de la década del 90. Es un antagonista del acido gama
aminobutirico (GABA) neurotransmisor inhibitorio de los insectos. Interfiere con la
apertura de los canales de cloruro ligados al GABA, interrumpiendo la transferencia
de iones y la transmision de impulsos entre las células nerviosas provocando una
muerte por hiperexcitacion del parasito (Taylor, 2001). Fue usado inicialmente para
el control de plagas agricolas y de importancia en salud publica (Colliot y col., 1992)
y posteriormente para el control de garrapatas e insectos de importancia en

veterinaria. Controla una amplia variedad de insectos (Chaton, 2002).

En Uruguay el uso de fipronil esta limitado para el control de plagas agricolas
y desde 2009 solo se permite su uso para el control de dipteros y artrépodos de

importancia veterinaria tanto en animales de compafiia como de produccion.
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El presente trabajo tiene como finalidad adaptar un test para el diagndéstico de

resistencia de H. irritans a fipronil y estudiar su variacién poblacional.
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2. Hipdtesis

La utilizacién de un bioensayo in vitro permite el diagnostico de resistencia de

H. irritans a fipronil.

El uso de fipronil para el control de H. irritans sea de forma directa o indirecta
a través de control de Rhipicephalus (B.) microplus en animales parasitados o por el

control de plagas agricolas, favorece la seleccion de individuos resistentes a fipronil
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3. Objetivos
3.1 General:

Contribuir al manejo de la resistencia de Haematobia irritans a los insecticidas

en bovinos

3.2 _Especificos

3.2.1. Determinar el perfil toxicolégico de fipronil en poblaciones de H.
irritans en bovinos de establecimientos que han sido sometidos a

tratamiento con fipronil y otros que nunca han sido tratados.

3.2.2. Determinar la variacion poblacional de H. irritans desde setiembre
2011 hasta abril 2012.
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4. Materiales y métodos

El presente trabajo fue realizado en el periodo comprendido entre septiembre
del afio 2011 y abril del afio 2012.

4.1. Laboratorio:

En virtud de que en la literatura no se encontraron bioensayos con fipronil que
pudiesen orientar en las concentraciones a usar, en el laboratorio del Departamento
de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica, se
tomo como referencia el bioensayo descrito por Sheppard & Hinkle (1987). Para
trazar la curva de mortalidad, inicialmente, se impregnaron papeles de filtro
Whatman N°1 previamente identificados, con 6 concentraciones que incluian la
sobrevida total y la mortalidad total de mosca. El registro de mortalidad se realizaba
a las 2 hs de la exposicion de la mosca al insecticida y se consideré6 mosca muerta
aguella que no podia caminar coordinadamente. Se comenzé por el control (acetona
ppa sin fipronil), seguido por la dilucién de menor concentracién hasta la de mayor
concentracién, para, posteriormente, ir ajustandolas hasta llegar a tener mas puntos
en la curva dosis-respuesta. Todas las concentraciones se realizaban por triplicado.
Para la preparacion de las concentraciones se uso fipronil técnico con 96,3% de
pureza donado por el Laboratorio Cibeles (lote N° 45861110, vencimiento Octubre
2012), y acetona ppa Dorwil® (lote N° M 10055206) como diluyente. Los papeles
impregnados se dejaron secar a temperatura ambiente dentro de una camara de
extraccion de gases por 2hs. Después de varios ensayos se llegé a un total de 10
concentraciones mas el control que fueron las siguientes: 1,21; 1,73; 2,47; 3,53;
5,04; 7,2; 10,29; 14,7; 21; 30ug/cm?. El ajuste inicial de estos bioensayos se realizd
con moscas de vacunos parasitados naturalmente, de la Escuela Agraria de
Maquinaria de Libertad en el Departamento de San José, que nunca utilizo fipronil
en el control de ectoparasitos en los animales ni en el control de plagas agricolas.
Una vez ajustadas las concentraciones, se realizd la impregnacion simultanea de 4
“kits” (un kit equivale a la impregnacion por triplicado de 10 concentraciones de
fipronil mas el control sin fipronil). Los “kits” fueron empacados en papel de aluminio

y conservados en refrigeracion hasta su uso.
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Un juego de estos kits se envié al laboratorio USDA Knipling-Bushland US
Livestock Insects Research Laboratory (Kerrville, TX, USA), para la determinacién de
la curva dosis-respuesta de la colonia de referencia susceptible que es mantenida
por dicho laboratorio, ya que en Latinoamérica no se cuenta con una colonia con
esas caracteristicas. Como no se pudo determinar dicha curva con esa poblacion, se
us6 como referencia para el calculo de los factores de resistencia la poblacion de
Uruguay mas susceptible, que surgi6é de este trabajo y que no tenia antecedentes de

uso de fipronil.
4.2. Campo
4.2.1 Determinacion del perfil toxicologico.

La realizacion de los bioensayos in vitro se llev6 a cabo en 9
establecimientos, de los cuales 6 estdn ubicados en la regién sureste de nuestro
pais, y los 3 restantes en el litoral oeste (Figura 1). Estos fueron seleccionados en
base al uso o no de fipronil para el control de la mosca y/o de garrapata en los

ultimos 5 afos. De éstos, 5 no usaban fipronil y 4 si lo usaban (Tabla 1).
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Figura 1.- Localizacion de los establecimientos vi}sirstaido En azul los
establecimientos que no utilizaban fipronil, en amarillo los que utilizaban fipronil
y no tenian presencia de garrapatas (Riphicephalus (B.) microplus), y en rojo con
una cruz los establecimientos que utilizaban fipronil y tenian presencia de

garrapatas.
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Tabla 1.- Localizacién, antecedentes de uso de fipronil y presencia o no

de garrapata de los establecimiento visitados.

N° , Historial de uso | Presencia de
Establecimiento Paraje Departamento de Fipronil garrapata
1 Migues Canelones No Ausencia
2 Garzon Maldonado No Ausencia
3 Pan de AzlGcar | Maldonado Si Presencia
4 Pan de Azlicar | Maldonado Si Presencia
5 Algorta Paysandu Si Ausencia
6 Piflera Paysandu Si Presencia
7 Bacaqué Paysandu No Ausencia
8 Angostura Rocha No Ausencia
9 Cuchilla Silvera Lavalleja No Ausencia

El manejo sanitario de cada establecimiento hasta la fecha de visita se detalla

a continuacion:

N°1l: Establecimiento de 950ha. Contaba con un rodeo vacuno de
aproximadamente 300 animales raza Hereford. Libre de garrapatas. Para el control
de la mosca de los cuernos utilizaba moxidectina 0,5% dos veces al aio.

N°2: Establecimiento de 800ha donde se realiza una produccion de animales
de la raza Aberdeen Angus con un rodeo aproximado de 500 animales.
Establecimiento libre de garrapatas. Para el control de moscas utilizaba productos a

base de cipermetrina y sus mezclas.

N°3: Establecimiento de 300ha. Tiene un rodeo de 80 novillos. Presencia de
garrapatas, tratados mayormente con ivermectina 3,15% cada 60 dias y en

ocasiones con Alfa-cipermetrina o con fipronil 1%.

N°4: Establecimiento de 200ha, con un rodeo Hereford de 32 vacas de cria.
También tenia &reas dedicadas a la agricultura. Con presencia de garrapatas. Desde
el 2006 viene realizando tratamientos para mosca con productos en base a
cipermetrina 6% o mezcla (ethion 15%- cipermetrina 5%) tres o cuatro veces por

afo, y de forma menos frecuente, fipronil 1%.

N°5: Realiza silvopastoreo en una plantacién de eucaliptus con una superficie
aproximada de 300ha, tiene un rodeo de 80 animales Normando. Libre de
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garrapatas, y trataba los animales con fipronil 1% e ivermectina 3,15% de forma

alternada.

N°6: Establecimiento de 1000ha, con un rodeo de 700 animales
aproximadamente. Presencia de garrapatas. Se dejé de utilizar fipronil dos afos
antes del ensayo porque el propietario no obtenia los resultados que esperaba, y
comenzoO a utilizar amitraz 12,5% dos veces al afio. No trata para mosca de los

cuernos.

N°7: Establecimiento de 700ha, con un rodeo de 400 animales se realizan
cultivos agricolas (trigo y soja). Libre de garrapatas. Para el control de moscas utiliza

productos mezcla de ethion 15% - cipermetrina 5% tres veces al afio.

N°8: Establecimiento de 2000ha. El rodeo tenia aproximadamente 1300
animales en entore. Establecimiento libre de garrapatas. Utilizaba de forma
alternada, cipermetrina 6%, mezcla de cipermetrina 6%-carbaril 2%, cipermetrina
5%-ethion15%. Para el control de helmintos usaba ivermectina 1% o nitroxinil 34% -

ivermectina 1%.

N°9: Establecimiento de aproximadamente 500ha que tenia un rodeo de 600
animales. Libre de garrapatas. Para el control de H. irritans utilizaba productos
mezclas (ethion 15%- cipermetrina 5%) y se dosifican con ivermectina 1% a

intervalos de 2 o 3 meses.

El dia del ensayo, los papeles impregnados fueron colocados en cajas de
Petri (9cm), cuyas tapas fueron perforadas previamente en los talleres de la Facultad
de Veterinaria. Los bioensayos se realizaron en los mismos establecimientos en
horas tempranas de la mafiana, cuando la temperatura ambiente no superaba los
20°C ya que las altas temperaturas aumentan la toxicidad de los insecticidas
(Sheppard & Hinkle, 1987). En cada establecimiento se capturaron moscas de varios
animales del rodeo con ayuda de una “red entomoldgica” y a medida que ésta se iba
llenando las moscas eran pasadas a otra red de mayor tamafio para evitar que se
dafiasen y/o muriesen por el manejo. Una vez que se capturé la totalidad de las
moscas que se precisaban para realizar el bioensayo (aproximadamente 2000), con
la ayuda de una pipeta plastica se aspiraron y colocaron entre 25 y 30 moscas en

cada una de las cajas de Petri conteniendo las diferentes concentraciones de
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fipronil. El llenado de las cajas se inicid desde el control, sin el insecticida, hacia la

mayor concentracion del mismo.

En los primeros 5 minutos posteriores al llenado de las cajas con moscas, se
realizo el registro de mortalidad por otras causas ajenas al insecticida. La mortalidad
debido al insecticida se determind a las 2 horas de la exposicién. Se consideré

mosca muerta aquella mosca que estaba imposibilitada de caminar.
4.2.2 Fluctuacion Poblacional y detecciéon de bovinos mas “atrayentes”.

El estudio de la variacion poblacional, se realiz6 en 2 establecimientos de
forma independiente. Estos fueron la Escuela Agraria de Maquinaria de Libertad
Departamento de San José (E.A.M.) ubicado 34° 40" 35,99 latitud sur, 56° 32’
18,83 longitud oeste y en el Campo Experimental N° 1 de la Facultad de
Veterinaria (C.E-1) ubicado 34° 22" 23,22"latitud sur, y 55° 36°11,06 longitud
oeste. El contaje se realizd entre 2 operarios, uno a cada lado del tubo, en forma
individual e independiente y en las primeras horas de la mafiana, cuando las formas
adultas se encuentran sobre las paletas, hombros, dorso y cabeza del animal,
siguiendo la metodologia descrita por Castro y col. (2005). Los contajes se
realizaron cada 15 dias en cualquiera de los dos establecimientos.

E.A.M.: Este establecimiento contaba con un rodeo de 26 animales entre
novillos, vacas secas y en ordefie, raza Holando. Ninguno de ellos fue tratado
durante el experimento ni con insecticidas ni con endectocidas. Se comenzé con el

contaje en el mes de septiembre de 2011 y continu6 hasta el mes de abril de 2012.

CE-1.: Se utiliz6 un rodeo de 29 novillos de recria raza Hereford, que no
fueron tratados durante el tiempo en que se realizaron los contajes de moscas.
Estos comenzaron en el mes de setiembre del afio 2011 hasta el mes de abril del
afio 2012, siguiendo la metodologia descrita previamente. Asimismo, se registro el

peso de los animales y su condicidn corporal a fines del periodo (mayo 2012).
4.3. Andlisis estadistico.

Para realizar la curva dosis-respuesta, se realizo la transformacion logaritmica
de la dosis. Se calculé la Concentracion Letal soi90 (CLsooo), valor de la pendiente
(slope) e intervalo de confianza 95% de fipronil para cada poblacion utilizando el
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programa POLO Plus Le Ora (2004). Este programa utiliza el modelo estadistico de
respuesta binaria con una variable explicativa en respuesta a un término constante.
Cuando el sujeto de prueba es expuesto a una de los posibles niveles de

experimentales i, el sujeto puede tener solo dos respuestas posibles (“si” 0 “no”, en

este caso “vive” o “muere”).

El modelo de andlisis estadistico es:

Pi= F(G +,BZt)

Donde P:es la probabilidad de respuesta, z: es la t" nivel de la caracteristica a
medir, a es la intercepcién de la linea de regresion, 8 es la intercepcién de la linea, y

F es la funcion de distribucién acumulativa.

Se calcularon los factores de resistencia (FRsoo0) para cada poblacion de
campo, dividiendo la CLsoieo de cada una de ellas entre la CLsogo de la poblacién de
campo mas susceptible. Para la interpretacién de los datos se usaron las categorias

descritas por Castro-Janer y col. (2010).

Susceptible: Cuando el valor de la CLso/90 estimada (IC95%) en la poblacion
de campo no difiere estadisticamente de la cepa de referencia.

Resistencia incipiente: Cuando el valor de la ClLso/oo estimado en la
poblacién de campo difiere estadisticamente de la cepa de referencia y con FRso90 <
2.

Resistente: Cuando el valor de la CLso/oo estimada (CL95%) en la poblacion

de campo difiere estadisticamente de la cepa de referencia y con FRso90 = 2.

Para el estudio de la dinamica poblacional se realiz6 una estadistica
descriptiva, donde se calculo la media y el desvio estandar del total de moscas
registrado por los observadores para cada fecha y para cada establecimiento.
Teniendo en cuenta las consideraciones realizadas por Castro y col. (2008), se
correlacionaron los datos obtenidos del registro de moscas quincenal con el
promedio de la temperatura media y las lluvias acumuladas durante quince dias
previos al contaje de moscas en el periodo octubre- abril (meses mas calidos). Los
registros del temperatura fueron solicitados al Instituto Nacional de Investigaciones
Agrarias (INIA) estacion experimental las Brujas, por ser la estacion meteorolégica
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mas cercana a ambos. Se utilizaron los registros de lluvia propios de cada

establecimiento.

Para la deteccion de animales mas atrayentes, se consideré el peso y la
condicion corporal del animal. Se realizé la transformacién logaritmica del contaje de
moscas individual de cada bovino, y se estudié la variacion de moscas individual a lo

largo del periodo.
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5. Resultados
5.1. Estudios de toxicidad de fipronil a H. irritans.

En la Tabla 2 estan representados los datos obtenidos en los bioensayos para
las poblaciones de campo. No se pudo comparar con la colonia de moscas
susceptibles del laboratorio USDA Knipling-Bushland US Livestock Insects Research
Laboratory (Kerrville, TX, USA) porque ésta presentd, inesperadamente, una
mortalidad elevada a las concentraciones mas bajas de campo haciendo imposible
la realizacion de una curva dosis/respuesta. Por esta razén se utiliz6 como
referencia la poblacién de moscas mas susceptible de los establecimientos testados

(Establecimiento N°9).

Las CLso de poblaciones con antecedentes de uso de fipronil
(establecimientos N°3, N°4, N°5 y N°6), fueron significativamente mas altas que la
CLso de la poblacion del establecimiento N°9, con FRso superiores a 2. Sin embargo,
no todas ellas tuvieron un FRgoo superior a 2, soOlo las poblaciones de los
establecimientos N°5 y N°6. De las poblaciones de los establecimientos que no
tenian antecedentes de uso de fipronil, tres presentaron FRso menor a 2 y una
presentdé un FRso mayor a 2 (Poblacion N°7). Los FReo para todas las poblaciones

fueron menores a 2.

En la Figura 2 se muestran las curvas dosis respuesta de los 9

establecimientos estudiados en el presente ensayo.



24

Tabla 2.- Resultados obtenidos en los test de toxicidad a fipronil de las

poblaciones estudiadas de Haematobia irritans y su comparacion con la

poblacion susceptible de referencia (N°9).

Estable- Pendiente Chi- Clso CLoo FR 50 FR 90
cimiento cuadrado | (IC95%) | (IC 95%) | (IC 95%) | (IC 95%)
12,75 1,75
et | 4TS6E | guag 686684 | ol | e |L123(L03
0.266 -839) | 1975 | Gem | - 147
v | 3956 | L, . |647(556 (11f o | L6748 133 (1,11
0.231 : -753) | ‘log | -189 | -16D)
ege | 3788 | oo |815(637 (1138’812_ 2,08 (1,83 | 1,74 (1,42
0.232 : -1078) | 3757 | -2368 | -219
... | s5.446+ 8,86 (6,82 | 12230 |206 (01| 1472
N°4 AP 69.22 | > (11,73)- gl (1,26)—
: : 27.82 : 1,75
72,6 5,26 5,82
N°5* 2621364; 52.83 19;33%)4 O @t | (442- | @14
: ! 220,03) | 6,26) 8,17)
— 14,85 43,02 3,54 3,54
N | 277 | 13636 | (1058 | (2555- | (339 | (275
: 2473) | 147.4 4,52) 4,56)
20,4 2,29 1,01
N°7 360109831 26.14 7’841566')3' (15.85- | (2.00- | (1.69-
: : 20,94) | 2,63) 2.43)
e | 3282t | .. |6.64(526 (1115’1135_ 1,85 (1,61 | 1,72 (1,39
0.195 : -859) | Geoa | -219) | -2.138
10,35
NI vl BT YR %)37 (8,66 —
: : 13,14)

* Uso de fipronil para el control de mosca - ** uso de fipronil para el control de
garrapata - CLso: concentracion letal 50 - CLgo: concentracién letal 90 - FRso:
factor de resistencia - FRgo: factor de resistencia 90.
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5.2 Estudio de la variacién poblacional.

En el periodo extendido desde principios del mes de septiembre del afio 2011,
hasta fines del mes de abril del afio 2012, tanto en la E.A.M. (Figura 3) como en el
C.E-1 (Figura 4), se observd una distribucién bimodal de las poblaciones de H.

irritans.

En el E.AM. se registré6 para todo el periodo una media de 179+45
moscas/animal, con un contaje maximo de 2115 y minimo de 0 moscas por animal.
El primer pico comenzé a principios del mes de noviembre (7/11/11), se extendio
hasta principios del mes de enero (3/1/12), llegando a un pico maximo de 568
moscas/animal. Durante este periodo la media fue de 299+62. Hacia mediados de
enero se observé una disminucion en el numero de moscas. El segundo pico se
produjo desde mediados del mes de marzo (13/3/12) hasta fines del mes de abril
(24/4/12). La media en este periodo fue de 147+31 moscas/animal, llegando a un
pico maximo de 215 moscas/animal. Durante todo el trabajo se realizaron 482
contajes, de los cuales 359 (74,5%) fueron menores a 200 moscas, 55 (11,4%) entre

201 y 400 moscas y 68 (14,1%) mayor o igual a 401 moscas (Tabla 3).

No hubo correlacién entre el nimero de moscas/animal y las precipitaciones
acumuladas (r=0,19), y ni entre el nUmero de moscas/animal y la temperatura media
(r=0,25).

En el C.E-1 durante todo el periodo la media fue de 167+17 moscas/animal,
con un contaje maximo de 1468 y minimo de 0. El primer pico que se extendié desde
fines de noviembre (24/11/11) hasta principios de enero (4/1/12) se registré en
promedio un numero superior a 200 moscas/animal (x=342+18 moscas/animal),
alcanzando un pico maximo de 448 moscas/animal. En el segundo pico comenzo a
principio de marzo (5/3/12) y se extendi6 hasta principios de abril (11/4/12). La
media fue de 163+£12 moscas/animal con un pico maximo de 216 moscas/animal.
Durante todo el trabajo se realizaron 407 contajes, de los cuales 289 (70,9%) fueron
menores a 200 moscas, 60 (14,8%) entre 201 y 400 moscas y 58 (14,3%) mayor o

igual a 401 moscas (Tabla 3).
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Al igual que en el establecimiento E.A.M., no hubo correlacién entre el nUmero
de moscas/animal y la precipitacion acumulada 15 dias previos al contaje (r= 0,14),

ni entre el nimero de moscas/animal y la temperatura media (r= 0,53).

Tabla 3.- Distribucion de las observaciones realizadas durante el periodo
setiembre 2011-abril 2012, segun el N° de moscas/animal, en la Escuela Agraria

de Maquinariay el Campo Experimental N°1.

ESClli/Ie;a Ai‘?];?ir;a de Campo Experimental N°1
N° de qu
moscas Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Absoluta Relativa Absoluta Relativa
Menor a 200 359 74,5 289 70,9
201-400 55 11,4 60 14,8
401 o méas 68 14,1 58 14,3
Total 482 100 407 100
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Dentro del rodeo, la distribucion de H. irritans sobre los animales no fue
homogénea estando algunos animales mas parasitados que otros. En la Figura 5
para el C.E-1, se muestra el promedio de moscas/animal para cada categoria segun
su peso. Notese que los animales mas pesados fueron parasitados por un mayor
namero de moscas durante todo el periodo experimental. A su vez como se puede
observar en las Figuras 6 y 7, categorias B y C respectivamente, dentro de grupo de
animales con pesos similares, algunos fueron mas atrayentes para las moscas que

otros.
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Figura 5. Distribucién de frecuencias observadas en bovinos parasitados por H. irritans discriminados en categorias en
base al peso de junio 2012 en el total del periodo experimental en el Campo Experimental N° 1.
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6. Discusidn

El presente estudio constituye una aproximacion a la situacion de resistencia
de H. irritans a fipronil. Al comparar los resultados de los bioensayos de las
poblaciones de los 4 establecimientos que tenian historial de uso de fipronil, con la
poblaciébn de campo mas susceptible, se observé que las poblaciones de los
establecimientos N°3 y N°4 se encuentran en una etapa incipiente de seleccion de
resistencia, porque si bien el FRso es superior a 2, no ocurrié lo mismo con el FRoo.
Contrariamente, en las poblaciones de los establecimientos N°5 y N°6, tanto el FRso
como el FRgo fueron superiores a 2, con lo que se puede concluir que la resistencia
se estd consolidando. Esto tal vez se deba a que en estos dos ultimos
establecimientos, se usaron productos a base de fipronil de forma frecuente,
mientras que en los establecimientos N°3 y N°4 se utilizaron de forma alternada. La
aparicion de resistencia a fipronil por su uso reiterado fue descripta en otras
especies de artrépodos como en Chilo suppressalis (Ming Zhang y col., 2004), en
Plutella xylostella “polilla de la col” (Sayyed y col., 2004;); Sogatella furcifera (Tang y
col., 2010), Rhipicephalus (B.) microplus “garrapata comdn del ganado” por
bioensayos in vitro (Castro Janer y col., 2010) y Musca domestica (Liu &Yen; 2000).

De los 4 establecimientos sin historial de uso de fipronil, llama la atencion que
la poblacion de moscas del establecimiento N°7 se presenta en una etapa incipiente
de aparicion de resistencia, ya que el FRso fue superior a 2 pero el FRgo aun estaba
por debajo de este valor. Esta aparicion de resistencia incipiente puede deberse al
ingreso de moscas resistentes a fipronil desde predios linderos que estuvieran
controlando la garrapata (Paysandu es un Departamento que se encuentra en la
zona de control de la garrapata) o las moscas con fipronil, ya que la mosca tiene una
gran capacidad de vuelo, pudiendo alcanzar distancias de entre 5 y 15km por dia,
dependiendo del viento (Romano & Ferrari, 1993). Esta capacidad de vuelo sumada
a la rotacion habitual de los animales dentro del predio, pudo haber hecho posible el
ingreso del parasito desde diferentes establecimientos vecinos. También puede
deberse a una presién de seleccion indirecta por el uso del fipronil en el control de
plagas agricolas. Este establecimiento realiza plantaciones de trigo y soja, y esta
ubicado en una regién agricola donde los establecimientos linderos también realizan
plantaciones similares. El fipronil es estable por largo tiempo en las capas superiores

del suelo hasta por un afio (US, Office of Prevention, Pesticides and Toxic
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Substances, 1998), y sus residuos son retenidos en los 15 centimetros superiores
del suelo (Gunasekara, 2007). Esta caracteristica pudo haber influido de forma
indirecta en la seleccion de resistencia. Cabe destacar que en el periodo que va del
2005 al 2008 el uso de fipronil para el control de plagas agricolas aumento
considerablemente (Lista vigente de fitosanitarios” DGSA, 2009). Pero también se
debe considerar el endosulfan, insecticida que estuvo ampliamente distribuido para
el control de plagas agricolas hasta su prohibicién en 2013. Si bien el endosulfan
pertenece al grupo quimico de los ciclodienos, su mecanismo de acciéon es igual al
del fipronil, por lo que la poblacién de moscas pudo haber desarrollado resistencia
cruzada por el control de plagas agricolas con ciclodienos. El desarrollo de
resistencia cruzada entre ciclodienos y fenilpirazoles (fipronil) ha sido descrito en
otras especies de artropodos (Brooke y col., 2000; Abbas y col., 2016). En Uruguay,
en Rhipicephalus (B.) microplus fue descrita la aparicion de resistencia cruzada

entre fipronil y lindano (ciclodieno) (Castro-Janer y col., 2015).

En los estudios de dinamica poblacional, se observdé un comportamiento
bimodal con un primer pico de moscas a fines de la primavera, y otro pico a fines del
verano principios del otoflo, en ambos establecimientos. Este comportamiento
coincide con lo observado en Argentina (Guglielmone y col., 1997) y previamente en
Uruguay (Castro, 2001; Cuore y col., 2005; Solari, 2007; Castro y col., 2008). En
Brasil, en la region tropical, también se observaron dos picos coincidiendo con la
época de lluvias y seca (Barros, 2001).

En los dos establecimientos donde se realizaron los contajes, el primer pico
de moscas fue el mas extendido en el tiempo y donde se conté un mayor nimero de
moscas/animal, a diferencia de otros estudios realizados en el pais (Castro, 2001,
Solari y col., 2007; Castro y col., 2008) en los cuales el segundo pico fue el de mayor
namero de moscas/animal. Esta diferencia puede deberse a las intensas
precipitaciones ocurridas durante los meses de febrero y marzo, momento en el que
tuvo lugar el segundo pico de moscas, donde se registraron precipitaciones
acumuladas de 250ml aproximadamente. Las altas precipitaciones en poco tiempo
permiten el encharcamiento del agua por varias horas lo que produce una
disminucién en el porcentaje de eclosion y también afecta negativamente a las
etapas larvarias (Thomas & Kunz 1985). Episodio similar fue descrito por Castro y

col. (2008) en el ultimo afio de contaje (2002), en el cual no se observo el primer
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pico, y esto fue atribuido a las altas precipitaciones acumuladas en los meses
previos al comienzo de la temporada de mosca (900ml acumulados en el trimestre
setiembre, octubre y noviembre). La temperatura en el presente trabajo fue similar a

la registrada en afios anteriores en el pais.

La baja correlacion entre la poblacion de moscas y los factores abidticos en
este estudio, se puede deber al bajo nimero de contajes por ser un periodo de
tiempo corto en el cual no hubo una gran variacion de temperatura y las
precipitaciones fueron variables, con algunos dias de lluvias intensas intercalados

con periodos secos.

Con respecto a la densidad poblacional, los datos obtenidos en el presente
experimento son similares a los obtenidos en estudios previos realizados en nuestro
pais (Castro, 2001; Castro y col., 2008), donde la media de moscas/animal durante
el periodo favorable no superoé el limite econdémico de 200 moscas/animal, en ambos
establecimientos. Mas de 70% de las observaciones realizadas tenian menos de 200
moscas/animal. La distribucion de moscas en los animales, fue similar a la obtenida
por Castro (2001) donde un pequefio nimero de animales tiene el mayor niumero de
moscas. Dentro de cada categoria en la que fue dividido el rodeo del C.E.-1 para su
estudio, se pueden observar algunos animales con mayor niumero de moscas que el
resto. En la categoria B (300-400kgs a mayo 2012), 4 animales de un total de 14
animales, cargaban casi la mitad de la poblacion total de moscas, en otras palabras,
casi el 30% de los animales cargaba aproximadamente el 50% de la poblacion de
moscas de ese rodeo. Contrariamente, se observaron muchos animales con un
namero bajo de moscas durante todo el periodo. Una distribucion similar fue
observada en la categoria C (mas de 400kgs a mayo 2012), 3 animales de 10 fueron
parasitados por el 43% de las moscas. Estos resultados confirman lo observado por
otros autores (Barros, 2001; Castro, 2003a). El hecho de que el mayor niumero de
moscas de una poblacion se concentre en pocos animales, permitiria realizar un
tratamiento selectivo, reduciendo la contaminacion ambiental y de residuos en los

animales, y de esta manera tener un impacto positivo en el control de la mosca.
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7. Conclusiones

1. Los bioensayos in vitro fueron dutiles para la determinacion del perfil

toxicologico de H. irritans en poblaciones de campo.

2. Se comprueba por primera vez en el Uruguay la resistencia fenotipica de H.

irritans a fipronil.

3. El control de plagas agricolas y de otras plagas de importancia veterinaria

puede interferir en el perfil toxicolégico del fipronil en la mosca de los cuernos.

4. La estacion de moscas va de fines de setiembre a abril y la fluctuacion
poblacional es bimodal con un pico a fines de primavera e inicios de verano y

otro a fines de verano y principio de otofio.

5. Un pequefio porcentaje de animales cargan el mayor nUmero de moscas.
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