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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL 50
PARA RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS DE
LA FORMAMIDINA (AMITRAZ) EN DIFERENTES
POBLACIONES DE LA ARGENTINA

CASTELLI, M. E."; MANGOLD, A. J.": NAVA, S." & GUGLIELMONE, A. A"

RESUMEN

Se determind la concentracion letal 50 (CL 50) para el amitraz (Az) en poblaciones susceptibles
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (R. (B) microplus) utilizando tela de nylon (Type 2320,
Cerex Advanced Fabrics, Pensacola, FL) impregnados con concentraciones crecientes de Az: 0,0005;
0.0010; 0,0020; 0.0039; 0,0078; 0,0156; 0,0313 pg/cm?2. En ocho poblaciones de R. (B) microplus
se estimo las CL 50 y los intervalos de confianza del 95% derivados de la mortalidad de la pobla-
ciones susceptibles de R. (B) microplus en relacion a la dosis del acaricida, por medio del analisis
“probit”. El valor de la CL 50 y CL90 y los desvios estandar correspondientes fueron: 0,00106 pg/
cm240,00038 y 0,00397pg/cm2+ 0,00144, respectivamente. El valor obtenido se utilizo para evaluar
la susceptibilidad/resistencia de poblaciones de otras procedencias, probando su eficacia como valor
de referencia para monitorear “in vitro” poblaciones de R. (B) microplus.
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SUMMARY

Determination of lethal concentration 50 for Rhipicephalus (Boophilus)
microplus of formamidine (amitraz) in different populations of Argentina.
The 50% lethal concentration (LC 50) of amitraz (Az) for Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(R. (B) microplus) susceptible population was determined using. Nylon fabric (Type 2320, Ceres
Advanced Fabrics Pensacola, FL), impregnated with different concentrations of Az. The following
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insecticide concentrations were utilized: 0.0005; 0.0010; 0.0020; 0.0039; 0.0078; 0.0156; 0.0313
pg/cm2. The LC 50 was determined for Az in eight susceptible populations of Rhipicephalus (Boo-
philus) microplus . The LC 50, LC 90 and standard deviation were: 0.00106 pg/cm2+0.00038 and
0.00397ng/cm2+ 0.00144, respectively. The value obtained was used to evaluate the susceptibility

/ resistance of populations from other sources, testing its effectiveness as a benchmark for “in vivo”

monitoring susceptibility in populations of R. (B) microplus.

Key words: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, amitraz, lethal concentration 50.

INTRODUCCION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(R. (B) microplus), la garrapata comun del
bovino, ocasiona perjuicios econdémicos
directos ¢ indirectos de gran magnitud a la
ganaderia, especialmente en zonas tropicales
y subtropicales humedas. Entre ellos se pue-
den mencionar las pérdidas en la ganancia
de peso, de la produccion lactea, importantes
dafios en los cueros que llegan hasta el des-
carte y los gastos que genera la aplicacion de
métodos de control (garrapaticidas, mano de
obra e infraestructura, entre otros). Ademas
R. (B) microplus es el vector de los agentes
causales de la babesiosis bovina (Babesia
bovis'y Babesia bigemina) y esta involucrado
en la transmision de Anaplasma marginale,
agente causal de la anaplasmosis bovina.

En Argentina se utilizan actualmente
varios principios activos para el control de
R. (B) microplus, como piretroides, formami-
dinas, avermectinas, fenilpirazol y fluazuron.
El 42,5% de los productores ganaderos usa
piretroides, en tanto las formamidinas son
aplicadas en un porcentaje menor (24,7%).
Sélo el 3,7% emplea avermectinas para el
control de las garrapatas; pero se incrementa
el porcentaje cuando este principio activo se
combina con piretroides (17,8%). El método
de aplicacion mas utilizado es el bafio de
inmersion, el cudl supera en frecuencia de
uso a los que emplean la via tépica o las

combinaciones de inyectables con topicos
o con inmersion (Guglielmone et al., 2007).
Sin embargo, el amplio uso de los piretroi-
des como método de control se encuentra
limitado por la apariciéon de poblaciones de
R. (B) microplus resistentes a este principio
activo en Corrientes, Santa Fe, Salta, Cha-
co, Santiago del Estero y norte de Cordoba
(Caracostantogolo et al., 1996; Mangold et
al., 2000; Mangold et al., 2004). Esta situa-
cion devino en la intensificacion del uso del
amitraz (Az) para los bafios de inmersion.

El Az es una formamidina que pertenece
a la familia quimica de las amidinas. Esta
droga es mas soluble en solventes organicos
que en agua y se hidroliza facilmente en
medio acido (Corta et al., 1998; de Villiers
et al., 2004).

El Az actua como agonista de la octopa-
mina tanto a nivel central como periférico,
inhibiendo la monoaminooxidasa (MAO).
La octopamina es una amina adrenérgica
natural de los invertebrados. Se encuentra
en el ganglio cerebral y en otros sitios
tales como el ganglio cardiaco. El acceso
a la hemolinfa la convierte en una posible
hormona moduladora de la actividad neu-
romuscular. En el sistema periférico, el Az
puede imitar la accién de la octopamina,
cumpliendo una funcién similar: modula
la transmision neuromuscular actuando por
aumento de la liberacion del neurotransmisor
excitatorio (Evans & Gee, 1980). Debido
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a la gran afinidad que posee el Az por los
receptores octopaminérgicos (Hiripi et al.,
1999), el farmaco ejerce una estimulacion
continua mucho mayor a la que se da con
la octopamina, provocando incoordinacion
muscular, paralisis y muerte del parasito. A
esta accion letal se suma otra subletal, que
consiste en modificacion del comportamien-
to, hiperexcitacion con desprendimiento
del hospedador, disminucion del consumo
de alimentos y perturbacion de los habitos
sexuales, menor cantidad de huevos por pos-
tura, menor viabilidad de las larvas (Anziani
& Guglielmone, 2007). E1 Az es utilizado en
medicina veterinaria y en agricultura. Actiia
fundamentalmente por contacto sobre para-
sitos externos. La formamidina no es eficaz
contra los dipteros, lo que origina la necesi-
dad de un doble tratamiento al presentarse
ambos tipos de parasitos. El uso prudente y
adecuado de los garrapaticidas es la clave
fundamental para dilatar todo lo posible la
aparicion de resistencia, teniendo en cuenta
que ésta es irreversible.

El incremento de uso de Az y quizas
un manejo poco conveniente del mismo
produjo, recientemente, la apariciéon de una
poblacion de garrapatas resistentes al Az en
el departamento Santo Tomé, provincia de
Corrientes, con evidencia de falta de efica-
cia del principio activo a campo y por la
confirmacion mediante el test de Drumond
(SENASA http://www.senasa.gov.ar). Esto
evidencia la necesidad de desarrollar méto-
dos precisos de diagndstico de resisten-cia
al Az para conocer el estado actual y la
evolucion de esta problematica en Argentina.
El objetivo del presente trabajo es obtener
la Concentraciéon Letal 50 (CL 50) de Az
para una poblacion de R. (B) microplus atin
susceptible al mismo, utilizando el Test
de Paquetes de Larvas (LPT) modificado
(Miller et al., 2002), como prueba tamiz
valida (Jonsson & Hope 2007). El resultado

se compard con CL 50 de poblaciones R.
(B) microplus de distintos origenes para
evaluar la susceptibilidad/resistencia al Az
de cada una.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la técnica se uti-
lizaron especimenes de R. (B) microplus
de la cepa Formosa (mantenida en INTA
EEA Salta) susceptible a la cipermetrina y
sin contacto previo con Az. En base a esta
caracteristica se la tomo6 como poblacién de
referencia para determinar la CL 50 para Az
de cepas susceptibles. En concordancia con
Miller et al. (2007), se eligi6 esta técnica
porque junto a la de Soberanes (Soberanes-
Céspedes et al., 2002), serian las mejores
para el estudio y evaluacion de la magnitud
y de los mecanismos de resistencia. Ademas,
en el laboratorio se tiene amplia experiencia
en la realizacion de la técnica del paquete
de larvas, porque esta implementada como
prueba de rutina para diagndstico de resis-
tenciade R. (B) microplus ala cipermetrina.

La eleccion de las concentraciones para
obtener un gradiente de mortalidad que per-
mitieran un analisis “probit” se hizo en un
ensayo preliminar con la poblacion Formosa
y la metodologia del LPT modificado. Una
vez definido que la menor diluciéon tendria
una concentracion de 0.0005ug/cm2, se
procesaron garrapatas de la misma poblacion
obteniéndose CL50 y CL90 con un LC 95%
para la cepa Formosa, suceptible al Az. Ade-
mas, se evaluaron muestras de otras pobla-
ciones de garrapatas remitidas por Médicos
Veterinarios de dieciséis establecimientos
con sospecha de resistencia a piretroides y
de cuatro campos que habitualmente utili-
zaban Az para el control de la garrapata. Se
colectaron entre 30 y 40 teleoginas de R. (B)

Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 12 (1-2) 2013 | 9



M. E. Castelli et al.

microplus, siendo cinco el nimero maximo
colectado por animal. Las garrapatas se colo-
caron en estufaa 26° y 27° C y una humedad
relativa entre 80 y 92 % para lograr la ovo-
posicion y luego el nacimientos de larvas.
Para el test de paquete de larvas modificado
(LPT - modificado) se usaron larvas de 16-20
dias de vida, siguiendo los procedimientos
descriptos por Miller et al. (2002), y se uti-
liz6 como soporte tela de nylon (Type 2320,
Cerex Advanced Fabrics, Pensa-cola, FL).
Para el desarrollo de la prueba se prepard
una solucién con la concentracion mas alta
de Az (0.0625 ng/cm?2) y luego se hicieron
una serie de diluciones al medio hasta la
menor concentracion (0.0005 pg/cm?2). Se
utilizo [ N-metilbis (2,4 xililiminometil)ami-
na] Az Técnico 98 % de pureza donado por
Laboratorios OVER. Se us6 como solvente
tricloroetileno y aceite de oliva (2:1). Para
realizar los controles se usaron los soportes
de tela de nylon impregnados solamente con
la mezcla de solventes. Se coloc6 0,67 ml
de cada dilucion de Az o del solvente sobre
una porcion de 7,5 cm x 8,5 cm de tela de
nylon. Después se expusieron por 2 horas a
temperatura ambiente y extraccion forzada
de aire para la evaporacion del tricloroeti-
leno. Luego los soportes de tela de nylon
se doblaron por la mitad y colocan-dose a
los costados las pinzas sujetapapeles. Se-
guidamente se introdujeron alrededor de
100 larvas de R. (B) microplus y se selld
la parte superior con otra pinza. Para cada
concentracion y los controles se utilizaron 3
papeles de nylon. Los “paquetes” contenien-
do larvas se colocan en una incubadora a 27°
Cy85-90% de humedad relativa. A las 24
horas se retiraron de la estufa, se abrieron y
se contaron las larvas vivas y muertas.

Los analisis para estimar la concentracion
letal 50 (CL50) y concentraciéon letal 90
(CL90) y los limites de confianza del 95%
(LC95), se llevaron a cabo con el programa

Polo PC (Copyright 1987 Le Ora Software),
por medio del anélisis “probit” (Russell et
al., 1977).

Una vez determinada la CL 50 y CL90 de
cada poblacion se establece la Relacion de
Resistencia (RR) comparandola con la CL
de la cepa susceptible (RR50/90 = CL 50/90
poblacion en estudio/ CL50/90 poblacion
suscpetible), que dimensionaria el grado de
resistencia determinado por el test “in vitro”
que podria tener la cepa en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de Los valores de CL50 y
CL90 con un LC 95% para la cepa Formosa,
suceptible al Az, se muestran en el Cuadro 1.

La CL 50 y CL 90 obtenida en estas
condiciones permite establecer un valor
de referencia para estudios posteriores de
resistencia. Se observa que la CL50 obte-
nida con la cepa Formosa es menor que la
CL50 de las cepa susceptibles: Gonzalez
(CL50 0,0070) y Mufioz (CL50 es 0.0024)
de Texas de EEUU (Li et al., 2004, 2005)
y la cepa susceptible Nassandou de Nueva
Caledonia (CL50 de 0.0070) (Ducornez et
al., 2005). En nuestro caso, la CL 50 de la
cepa de referencia Formosa fue menor a los
valores de las cepas susceptibles de EEUU
y Nueva Caledonia. Esto resalta la impor-
tancia de la determinacion de la CL 50 para
cepas de referencia susceptibles de R. (B)
microplus en el territorio donde se van a
hacer las determinaciones de la resistencia
al Az. Estandardizada la prueba y estableci-
do el valor de la CL50 para Az de la cepa
susceptible, se procedié a determinar, con
el mismo procedimiento, la CL50 de pobla-
ciones de garrapatas colectadas en los otros
establecimientos. Los resultados de CL50
y CL90 conel LC 95% y la RR 50 y RR
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90 de las restantes poblaciones estudiadas
se presentan en el Cuadro 2.

Desde el 2008 al 2011 se realizaron en
el INTA Rafaela pruebas de resistencia a
distintas muestras de garrapatas provenien-
tes de varias localidades de la republica
Argentina, recogidas por profesionales de
la actividad privada y por nuestro equipo
de trabajo.

Coincidentemente con lo hallado por
Guglielmone et al. (2007), en la mayoria
de los establecimientos la droga mas uti-
lizada fue la cipermetrina y en algunos
establecimientos el Az fue el garrapaticida
de eleccion.

La mayoria de las poblaciones mostraron
CL50 similares o incluso, inferiores a la
cepa Formosa. Sin embargo, en cuatro es-
tablecimientos (Jesus Maria, Villa Angela,
Nandubay y Curupi Pord), que habitual-
mente utilizaban Az, la CL50 fue superior e
indicaria que las poblaciones de garrapatas

serian resistentes. Los establecimientos de
Salta utilizaban acaricidas en base a pire-
troides y no habia sospecha de resistencia.
No obstante, una de las poblaciones de garra-
patas (El Tunal) seria resistente al Az (CL50
0,0150). No se pudo recabar informacion
respecto al uso de Az con anterioridad a la
toma de la muestra; pero una causa proba-
ble podria haber sido la procedencia de los
bovinos de otra region del pais.

La RR de la CL50 (RR CL 50) y CL90
(RR C1 90) de cada poblacion con la de re-
ferencia (cepa Formosa) permite evaluar la
susceptibilidad/resistencia de cada una de
las poblaciones. Los valores obtenidos se
muestran en el Cuadro 2. En las poblaciones
sometidas a tratamientos con piretroides,
las RR fueron inferiores a 1,5, pero en las
poblaciones en las cuales se utilizaba habi-
tualmente el Az, las RR fueron superiores a 2
en zonas menos favorables para el desarrollo
de R. (B.) microplus y de baja intensidad de

Cuadro 1: Concentracion letal 50 (CL 50) y concentracion letal 90 (CL 90) (en ug/cm2) y limite
de confianza LC 95 para el Az, para la poblacion susceptible de R. (B) microplus (cepa Formo-

sa).
Origen CL50 LC 95 CL90 LC 95

INTA (EEA Salta) 0,00129 0,00056 - 0,00213 0,00504 0,00302 - 0,01336
INTA (EEA Salta) 0,00123 0,00043 - 0,00226 0,00618 0,00340 - 0,01679
INTA (EEA Salta) 0,00120 0,00090 - 0,00160 0,00401 0,00300 - 0,00500
INTA (EEA Salta) 0,00100 0,00004- 0,00130 0,00411 0,00225 - 0,01578
INTA (EEA Salta) 0,00100 0,00017- 0,00184 0,00194 0,00148 - 0,00316
INTA (EEA Salta) 0,00164 0,00092 - 0,00239 0,00482 0,00337 - 0,00779
INTA (EEA Salta) 0,00070 0,00019 - 0,00131 0,00355 0,00200 - 0,00812
INTA (EEA Salta) 0,00040 0,00007 - 0,00071 0,00213 0,00134 - 0,00403
Promedio 0,00106 0,00397

Desvio Estandar 0,00038 0,00144
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tratamientos garrapaticidas. En la zona mas
propicia para el desarrollo de la garrapata,
donde los tratamientos acaricidas son mas
frecuentes, los valores fueron superiores a
10. Este mayor contacto con el biocida in-
crementa el riesgo de la pérdida de eficacia
del mismo, aumentando las posibilidades
de seleccion de poblaciones de garrapatas
resistentes a las formamidinas (Guglielmo-
ne, et al. 2007).

CONCLUSIONES

La obtencion de la CL 50 de referencia
para nuestro pais, mediante el Test de Paque-
tes de Larvas (LPT) modificado por Miller,
es una herramienta efectiva para monitorear
“in vitro” las variaciones de susceptibilidad
/ resistencia de diferentes poblaciones de R.
(B) microplus.

Cuadro 2: CL 50, CL 90 (en ug/cm2), LC 95%y RR 50y 90 para Az en poblaciones de R. (B)
microplus de diferentes establecimientos ganaderos. (En negrita se resaltan los establecimientos

con poblaciones con sospecha de resistencia al Az).

Origen CL 50 LC 95% RR 50 CL 90 LC 95%
Jesus Maria (Cordoba) 0,00340 0,00150- 0,05700 3.20 |0,02168 0,01287 - 0,05224
Guaycolec (Formosa) 0,00077 0,0006 - 0,00192 0.72 |0,01338 0,00549 - 0,3746
Gato Colorado (Santa Fe) 0,00006 0,000 - 0,00028 0.06 |0,00230 0,00074 - 0,00567
Gato Colorado (Santa Fe) 0,00033 0,00001 - 0,00100 0.31 |0,00717 0,00296 — 0,05114
Villa Angela (Chaco) 0,00066 0,00040 - 0,00092 0.62 |0,00370 0,00261 - 0,00640
Chavarria (Corrientes) 0,00015 0,0002 - 0,00039 0.14 |0,00712 0,00376- 0,01943
Estab. Caridad (Corrientes) 0,00010 0,00001 - 0,00023 0.09 |0,00075 0,00039 - 0,00115
Estab. Poriaju (Corrientes) 0,00012 0,00002 - 0,00033 0.11 | 0,00274 0,00147 — 0,00504
Villa Angela (Chaco) 0,00220 0,00162 - 0,00491 2.07 |0,03070 0,01130 - 0,64100
Curuzu Cuatia (Corrientes) 0,00007 0,00000-0,00024 0.06 |0,00148 0,00061-0,000337
J. V. Gonzalez (Salta) 0,00140 0,00085 - 0,00210 1.32 | 0,00630 0,00410 - 0,01340
Villa Minetti ( Santa Fe) 0,00000 0,0000 - 0,00005 - 0,00057 0,00007 —0,00210
Puerto Irigoyen (Formosa) 0,00002 0,00000-0,00012 0.02 |0,00084 0,01400-0,00120
Puesto Pacara (Salta) 0,00071 0.00009-0.00152 0.67 | 0,00411 0,00192-0,03935
El Galpén (Salta) 0,00018 0,00002 -0,00035 0.17 | 0,00087 0,00055 - 0,00150
Pampa del Infierno 0,00027 0,0003 - 0,00057 0.25 |0,00246 0,00142 - 0,00622
(Santiago del Estero)
El Tunal (Salta) 0,01500 0,01000 - 0,02200 14.1 | 0,02300 0,01800 — 0,05800
Nandubay (Corrientes) 0,026000,0 |0,01900 - 0,06900 24.5 |0,06000 0,03400 - 0,60900
Reconquista (Santa Fe) 0,00076 0,00008-0,00182 0.71 |0,00513 0,00219-0,02239
Curupi Poréa (Corrientes) 0,02727 0,02100-0,03300 25.7 ]0,04323 0,03420-0,10380
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