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Resumen:

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar la resistencia de poblaciones de
campo de H. irritans, frente a Abamectina en establecimientos ganaderos de la
provincia de Corrientes, en el periodo establecido entre el mes de marzo y junio de
2022. Se realizaron bioensayos con concentraciones crecientes de Abamectina, que
comprendian la sobrevida y la mortalidad total, empleando el método de Sheppard y
Hinkle (1987), el cual consistia en impregnar papeles de filtro Whatman N°1, con las
diferentes concentraciones y dispuestos en placas de Petri de 9 cm de diametro. Cepas
de campo fueron sometidas al bioensayo, por un tiempo de 2hs, y realizando el recuento
de vivas y muertas luego de haber transcurrido dicho tiempo. A partir de estos datos,
que fueron procesados empleando el programa estadistico Polo Plus 1.0, se logro
obtener la DL (Dosis letal)so, DLgo, DLg9 y DD (Dosis discriminante), y mediante estas,
se compar6 el comportamiento de H. irritans en cada uno de los 7 establecimientos
testados, determinando una mayor susceptibilidad en el establecimiento N°2, en
comparacion con el N°6 y 7, en los que se observé una menor susceptibilidad frente

Abamectina.
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Introduccion

La “mosca de los cuernos”, Haematobia irritans irritans, es un diptero hematdfago, que
parasita principalmente a bovinos en pastoreo, originaria de Europa Central (Mancebo
etal., 2001). En 1886 fue introducida a América del Norte desde Francia y se extendio a
América del Sur en la década de 1970 (FAO, 2004), llegando a la Argentina el 29 de
octubre de 1991 desde Brasil, donde se observaron sobre bovinos en pastoreo en la
Provincia de Misiones, y a fines de ese afio se verifica su presencia en Formosa,
Corrientes y Santa Fe (Mancebo e al., 2001). Actualmente su distribucién en Argentina
coincide con la mayoria de las regiones donde se crian bovinos, alcanzando éreas tan al
sur, como la zona centro de la provincia de Santa Cruz (Aguilar, 2014). Haematobia
irritans, es un pequefio diptero que mide entre 2 y 5 mm de longitud, de color gris
oscuro, siendo el mas pequefio de los muscidos picadores del bovino. Su estadio adulto
parasita a bovinos en pastoreo de manera permanente, al cual abandonan solamente para
depositar los huevos, en la materia fecal de reciente deposicion (Tarelli, 2004). Se ubica
principalmente en zonas dorsales del animal, proximas a los cuemos, giba, lomo y
regidn costal, con la cabeza dirigida hacia el suelo y las alas abiertas tipo “ala delta”.
Frente a situaciones extremas de calor y lluvias, se ubica en entrepiernas y parte inferior
del abdomen (Mancebo er al, 2001). Su ciclo biologico corresponde al tipo
holometabolo, teniendo los estadios de huevo, larva (L1, L2 y L3), pupa y adulto, con
una duracion de 10 a 14 dias en el verano, mientras que en el otofio comienza
a enlentecerse y en el invierno, parte de la poblacion de H. irritans puede entrar en
diapausa bajo la forma de pupa y el resto continuar en desarrollo (Anziani, 2011). La
disrupcion de la materia fecal por el pisoteo de los animales o por medios mecanicos
interfiere con el ciclo, por lo que es una parasitosis que se observa en condiciones
extensivas y semiextensivas (Anziani et al, 2017), ya que la materia fecal de
bovino es la unica que permite la evolucion de los huevos (Butler, et al., 1973). La
mosca adulta tiene preferencia por parasitar bovinos adultos de pelaje oscuro y sobre
todo machos enteros (toros), que se infestan con cargas mas altas. En cuanto a la
dinamica poblacional, en el norte de Argentina, se observa un aumento de la Mosca de
los Cuernos a fines de septiembre y principios de octubre, producto del final de la
diapausa, siendo esto de suma utilidad para establecer el momento correcto de

aplicacion de los insecticidas (Mancebo ez al., 2001).
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Importancia econémica y sanitaria:

Las pérdidas econémicas estan en relacion directa con los niveles de parasitacion,
estableciendo como limite de tolerancia 200-300 moscas por animal. Cuando sobrepasa
este limite, el animal manifiesta pérdidas de ganancia diaria de peso, y por encima de 1000
moscas, comienza a perder su propio peso (Haufe, 1986). Estas pérdidas se deben
principalmente a la accion irritante causada por las picaduras, provocando un estado de
intranquilidad vy estrés, obligandolos a realizar movimientos continuos de defensa, causando
pérdida de energia y disminucién del tiempo de alimentacion, llevando a mermas del 25% en la
produccion de came y leche. A esto debe sumarse el costo de los insumos empleados para
su control, las pérdidas indirectas por las enfermedades que transmiten, y la
desvalorizacion de los cueros (Byford et al., 1992; Campbell, 1976; Mancebo et al., 2001).
Debido a estas pérdidas de produccién y costos de control, EE.UU. y Argentina
estimaron pérdidas de 730 y 125 millones de ddlares anuales, respectivamente (Grigera
et al., 2001; Grisi et al.,, 2014). Una infestacion de 200 moscas por animal ha sido aceptada
como ¢l umbral para realizar ¢l tratamiento en las razas bovinas curopeas (Kunz et al., 1994;
FAOQ, 2004), concentrando estos, en las vacas en ordeiie, toros en servicio y novillos en los
ultimos dos meses del ciclo de engorde, siendo estas las categorias que presentan

mayores pérdidas. (Mancebo ef al. 2001, Bianchin ez al., 1993).

Bioensayos como diagnostico de resistencia:

La problematica causada por la aparicion de la resistencia a numerosos antiparasitarios
convencionales, surge la necesidad de desarrollar nuevos productos, ya que el control de
los parasitos del ganado todavia depende en gran medida del uso de productos quimicos
(Souza et al., 2008). Para la evaluacion y aprobacion de los mismos, es necesario contar
con ciertas técnicas especializadas que se conocen como bioensayos o ensayos in
vitro. Estos son empleadas para conocer las reacciones de algin organismo ante la
presencia controlada a una o varias sustancias, permitiéndonos identificar la eficacia y
estandarizar el uso de estas sustancias antes de realizar evaluaciones con vertebrados en
condiciones in vivo (Avila Cervantes ef al., 2019). En el bioensayo realizado, se empled
la técnica de papel de filtro / placa de Petri segun Sheppard & Hinkle (1987) y como
sustancia antiparasitaria Abamectina. Esta técnica, se encuentra descripta para la
determinacion de susceptibilidad de la mosca de los cuernos frente a diferentes
insecticidas, empleando residuos de moléculas en diferentes concentraciones. Se
utilizan como soporte Papeles de filtro Whatman N°1, que son impregnados con la
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droga e introducidos en placas de Petri de plastico, donde al cabo de dos horas de
exposicion, se contabiliza el nimero de ejemplares vivos y muertos mediante
observacion directa (FAO, 2004; Castelli et al, 2000 y 2005). En cuanto a la
Abamectina, es una avermectina Bla caracterizada por un doble enlace simple en la
posicion C22-23 (Lankas, et al., 1989), que corresponde al grupo de las lactonas
macrociclicas, es un farmaco endectocida, siendo un polvo blanco altamente lipofilico,
soluble en la mayoria de los solventes organicos y muy sensible a la luz ultravioleta
(Botana, ef al., 2002). Esta droga actia en el sistema nervioso central de los insectos al
unirse y activar los canales de cloruro activados por glutamato (GluCl), con la resultante

hiperpolarizacion y paralisis de la musculatura de los parasitos, (Younger, 2011).

El desarrollo de poblaciones de H. irritans genéticamente resistentes a los insecticidas
empleados, como es el caso de los piretroides sintéticos en Argentina, de los
organofosforados en EE. UU, (Anziani et al., 2017, Barros et al., 1999, 2001) surge la
necesidad de evaluar otros principios activos, por lo que una alternativa. para ello son
las avermectinas. Igualmente, el uso de estas dara lugar, en un plazo indefinido, al
desarrollo de H. irritans resistente a las mismas. Es, por lo tanto, conveniente la
vigilancia del status de la resistencia a estas moléculas (Guglielmone ez al., 2000). El
presente trabajo, propone, determinar la susceptibilidad de cepas de campo frente
Abamectina, mediante un screening de establecimientos, utilizando la técnica de

impregnacion de papeles como bioensayo.

Objetivos

Objetivo General:
- Evaluacién de susceptibilidad de Haematobia irritans cepas de campo, frente a
Abamectina mediante bioensayos insecticidas.

Objetivos Especificos:

- Puesta a punto de bioensayos insecticidas utilizando técnicas papeles de filtro
impregnados con Abamectina para H. irritans.

- Obtener Dosis Discriminante (DD), Dosis Letal 99 (DLgo) Dosis Letal 90 (DLgy)

y Dosis Letal 50 (DLsp) de Abamectina para poblaciones de campo de H.
irritans mediante ensayos biologicos.

- Comprobar eficacia de dispositivos para la captura de insectos
- Realizar un screening de susceptibilidad/resistencia frente a Abamectina en
cepas de H. irritans de diferentes establecimientos de Corrientes.
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- Desarrollo de un Kit diagnostico para determinar resistencia de Haematobia
irritans, cepas de campo frente a Abamectina.

Materiales y Métodos:

Lugar y Periodo de trabajo:

Este trabajo se llevo a cabo en el marco de la residencia externa, en las instalaciones del
Laboratorio de Farmacos Garrapaticidas, dependiente de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNNE, ubicado en la ciudad Capital de la provincia de Corrientes y
en los diferentes establecimientos, que se visitaron para realizar la captura de las
moscas. Se desarrollé en el periodo comprendido entre el mes de marzo y junio de

2022.
Laboratorio:
Preparacion de diluciones:

La metodologia de preparacion y mantenimiento de los papeles de filtro, tanto como la
captura y exposicion de las moscas a los papeles impregnados fue idéntica a la
empleada por Castelli ef al., (2000), quien tomé como referencia el bioensayo descripto
por Sheppard & Hinkle (1987). Inicialmente se procedid a preparar las diluciones de
Abamectina Bla (95,24%), y como diluyente se emple6 Acetona (Pro-analisis). Para
esto se peso, 1; 0,5; 0.25 y 0.125 gramos de Abamectina, solubilizando este polvo en 5
ml de acetona para cada concentracion. Para lograr una mayor homogenizacion, estas
mezclas debieron ser llevadas a bafio de ultrasonidos (Sonicador) por un tiempo de 45
minuto a temperatura de 40 °C, obteniendo asi una correcta disolucion, recordando que
este farmaco es un polvo muy poco soluble, siendo esto notable principalmente en la
concentracion de 1 gramo, maxima dilucion posible. Con estas diluciones, se obtuvieron
concentraciones que incluian la mayor sobrevida y la mortalidad total de mosca, siendo
de 393,08; 786,16; 1572,32 y 3144,65 ug/cmz, en las diluciones de 1; 0,5; 0,25; 0,125
gramo, respectivamente, que luego seran impregnadas en papeles de filtro Whatman

N°1 de 63,6cm? de superficie.

En la figura 1 se puede observar Abamectina y Acetona, como diluyente, y en la figura
2 las diluciones, siendo sometidas a bafio de ultrasonidos para lograr una mejor

homogenizacion.



Figura 2: Diluciones de 0,5y 1gr, en bafio de ultrasonidos (Sonicador)
Impregnacion y almacenamiento:

A partir de las diluciones previamente preparadas, se procedid a la impregnacion dentro
de una campana de extraccion de gases, que consistié en aplicar con micropipeta, 1 mi
de cada solucion sobre papeles de filtro Whatman N°1 de 9 cm de diametro previamente
identificados, suspendidos sobre soportes metalicos para asi lograr una mejor
impregnacion y evitar pérdidas. Estos papeles se dejaron secar durante 1 hora, a
temperatura ambiente de 28°C para lograr la evaporacion de la acetona. Una vez
transcurrido este tiempo, cada concentracién se dispuso por separado en sobres de
aluminio, asi como también el control de acetona, para luego ser mantenidos en
heladera a 6°C, hasta su uso, segun Sheppard & Hinkle (1987). Fig. 3y 4.



Figura 3: Papeles de filtro impregnados.

Figura 4: Sobres de aluminio con cada concentracion
Campo:
Captura de moscas:

La captura se realizo en las visitas a los diferentes establecimientos ganaderos, ubicados
en los departamentos de Empedrado, Mburucuya, San Luis del Palmar, San Cosme y
Capital de la provincia de Corrientes. Se seleccionaron varios animales del rodeo, de
diferentes categorias y que no estuvieran tratados al menos 20 dias previos al ensayo,
los cuales se los hace pasar por el brete para realizar la captura de los ejemplares. La
misma se realiz6 mediante el empleo de una red entomolégica, disefiada de una forma
particular para que los ejemplares no sean dafiados antes del bioensayo, la cual se pasé

varias veces por el area de la giba, dorso y lomo de los bovinos embretados y



parasitados con H. irritans, siempre en el horario de la mafana, de 07:00 a 10:00 horas.
También se emple6 un dispositivo de transferencia, para asi poder incorporar el nimero

adecuado de moscas en las placas de Petri. Fig. 5y 6.
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Figura 5: Localizacién de los establecimientos testados (puntos rojos)

Figura 6: Recoleccion de moscas, mediante red entomoldgica.

Bioensayo:

La realizacion de los bioensayos in vitro se llevo a cabo 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 &
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Hinkle, 1987), y evitando siempre la exposicion directa a los rayos solares. El dia del
ensayo, los papeles impregnados fueron colocados dentro de cajas de Petri (9cm), que
en su tapa presentaban un orificio para introducir las moscas, que luego se obtura con
papel adhesivo. Los ejemplares capturados, junto con la red, fueron introducidos dentro
del dispositivo de transferencia, que consiste en un cilindro negro, presentando en su
extremo superior un cono transparente, y en su extremo inferior tridngulos de gomas
dispuestos uno al lado del otro, para asi obliterar dicho extremo. Las moscas una vez
liberadas dentro del dispositivo, se desplazaron hacia el extremo superior al verse
atraidas por la claridad proveniente del cono transparente. Este cono presenta un orificio
de 1 cm de diametro, el cual se acopla al orificio de la capsula. Mediante este
acoplamiento se transfirieron entre 25 y 30 moscas en cada una de las placas de Petri
conteniendo las diferentes concentraciones de Abamectina, actuando estas como
campos de pruebas segiin Sheppard y Hinkle (1987). Cada una de las concentraciones
fueron evaluadas por triplicado, incorporando también, un control que consistié en los
papeles impregnados solo con acetona. El armado y llenado de las cajas se inici6 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.

El tiempo total de exposicion a la droga fue de 2hs, realizando el recuento de los
ejemplares cada 30 minutos, mediante observacion directa de cada una de las placas de
Petri. Se consider6 muerto al ejemplar que no se movia o que estaba imposibilitado de
caminar (FAO, 2004). Estos papeles de filtro se utilizaron cuatro veces, dos veces por

cada lado del papel, tal como lo reportaron Barros ef al. (2002). Fig. 7,8,9, 10y 11.
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Figura 7: Introduccién de la red con los ejemplares, al dispositivo de transferencia.

Figura 8y 9: Dispositivo de transferencia y pasaje de moscas a placa de Petri.



Figura 10y 11: Bioensayo con cepas de campo.
Taxonomia deH. irritans:

La identificacion del diptero se realizé primariamente mediante la observacion directa
sobre los animales, teniendo en cuenta, su ubicacion, en zonas dorsales proximas a los
cuernos, giba, lomo y regién costal; su tamafio (2-4 mm), siendo el mas pequefio de los
muscidos que afecta al bovino; el color gris oscura; la disposicién de las alas
semiabiertas tipo “ala delta” y con la cabeza dirigida hacia el suelo. Luego a partir de
los ejemplares capturados se realizd la identificacion taxondémica de los mismos,
siguiendo la clave dicotdmica descripta por Carvalho (2002), quien caracterizo a la
mosca de los cuernos, a través del reconocimiento del aparato bucal sucto picador,
propio de dipteros hemat6fagos, y del merdn desnudo, carente de vellosidades. Esto es
de gran importancia para diferenciar H. irritans de otros dipteros que parasitan al
bovino. Fig. 12, 13y 14.



Figura 12y 13: Adultos de Haematobia irritans sobre bovinos.

Figura 13: Fotografia de H. irritans tomada con lupa estereoscdpica, donde se sefialan
(1) Merény (2.) Ap. Bucal.

Anélisis estadistico:
Para realizar la curva dosis-respuesta, se realizé la transformacion logaritmica de los

datos obtenidos. Se calcul6 la DL, DL, DLy DD e intervalo de confianza 95% de

Abamectina, para cada poblacion utilizando el programa estadistico POLO Plus 1.0.
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Resultados:

En la Tabla N°1 estan representados los datos obtenidos de los bioensayos para
las poblaciones de campo de H. irritans, estudiadas en los diferentes establecimientos
de la Provincia de Corrientes. Para esto se realizo el recuento de los ejemplares,
mediante observacion directa de cada una de las placas de Petri, considerando muerto al
ejemplar que no se movia o que no lograba desplazarse. Este recuento se realizo a los
30, 60, 90 y 120 minutos luego de haber sido colocados en las placas de Petri, siempre
en los horarios de la mafiana (07-10). Los datos recolectados se sintetizaron tomando
como referencia al naimero de moscas muertas a los 120 minutos de exposicion, en las

diferentes concentraciones, mas el control solo con acetona.
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Tabla N°1: Datos de los bioensayos realizados

Empedrado N°1 Mburucnya Saladas
entracion (p Totales  Muertas  entracion (p Totales  Muertas entracion (fi Totales  Muertas
Acetona 20 0 Acetona 22 0 Acetona 18 0
Acetona 25 0 Acetona 24 0 Acetona 16 0
Acetona 27 0 Acetona 20 0 Acetona 10 0
393.08 24 0 393.08 25 2 393.08 22 8
393.08 34 10 393.08 12 3 393.08 14 5
393.08 30 8 393.08 24 3 393.08 15 4
786.16 18 12 786 16 21 18 786 16 15 9
786.16 33 27 786 16 1 8 786.16 12 8
786.16 25 19 786 16 27 20 786.16 18 12
1572,33 25 18 1.572.32 16 12 1.572,33 20 18
1.572,33 34 28 1.572.32 26 24 1.572,33 25 22
1.572,33 30 22 1.572.32 26 25 1572,33 27 26
3144.65 30 30 3144.65 26 26 3144.65 22 21
3144.65 32 32 3144.65 17 17 3144.65 24 24
3144.65 27 27 3144.65 20 20 3144.65 24 22
San Luis del Palmar Empedrado N°2 1 Capital
entracion (y Totales  Muertas  entracién (p Totales  Muertas entracion (j Totales  Muertas
Acetona 22 0 Acetona 34 0 Acetona 27 0
Acetona 19 0 Acetona 22 0 Acetona 30 0
Acetona 22 0 Acetona 45 0 Acetona 23 0
393.08 15 4 393.08 53 30 393.08 22 4
393.08 16 2 393.08 30 18 393.08 10 3
393.08 27 10 393.08 18 7 393.08 14 5
786.16 20 14 786.16 29 24 786.16 35 14
786.16 22 14 786.16 17 13 786.16 16 8
786.16 17 8 786.16 50 40 786.16 19 10
1.572.32 15 13 1.572.32 45 40 1.572.32 20 9
1.572.32 28 25 1.572.32 36 32 1.572.32 31 19
1.572.32 24 20 1.572.32 26 23 1.572.32 25 17
3144.65 16 15 3144 .65 31 31 3144.65 18 18
3144.65 20 20 3144 .65 41 39 3144.65 26 26
3144.65 26 25 3144.65 56 56 3144.65 38 37
San Cosme

entracion (y Totales Muertas

Acetona 40 0
Acetona 12 0
Acetona 13 0
393.08 17 5
393.08 41 12
393.08 36 9
786.16 31 14
786.16 23 9
786.16 29 15
1.572.32 28 15
1.572.32 32 26
1.572.32 40 31
3144.65 45 45
3144.65 35 34
3144.65 27 27

Estos datos obtenidos, fueron procesados por el programa estadistico Polo Plus 1.0, a
partir del cual se obtuvieron las DL, DL, DL®y DD para cada ensayo. En la figura
14 se encuentran las curvas dosis-respuesta, arrojadas por el programa estadistico para



Facultad de Ciencias Veterinarias - Universidad Nacional del Nordeste

cada ensayo, donde se puede observar que la curva de los establecimientos ubicados en
el departamento de Capital y San Cosme, y en menor medida el de Empedrado N°1, son
mas tenue que los demas, indicando una menor susceptibilidad.

La regresion lineal realizada arrojo la DLso, DLy, DLgo y DD para los datos obtenidos
de los establacimineto visitados, obteniendo una media, de 647 08(=189,8),
1933,08(+454,17), 4645,26(x851,99) y 8653,71(x 2293,1), respectivamente, que se
esquematizan en la tabla N°2.

En la figura 14 se puede comparar el comportamiento de H. irritans de cada
establecimiento, frente a las diferentes concentraciones de Abamectina.
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Figura 13: Curvas de dosis-respuesta de los establecimientos.

Tabla 4: Resultados obtenidos en los diferentes establecimientos que se testearon.

Estable- Provincia | Departamento | DLsy (IC DLy DLy DD
cimiento 95%) (IC 95%) | (IC95%)
N°1 Corrientes | Empedrado | 653,13 1783,36 4044,7 8089,4
(459,73- (1303,98- | (2451,8-
845,43) 3247,14) | 12102)
N°2 Corrientes | Mburucuya | 632.40 1323.40 2416.4 4832,8
(486.05- (1032.98- | (1656.2-
781.01) 2084,53) | 5351.9)
N°3 Corrientes | Saladas 556,48 1671,34 4096,8 8193,6
(433,02- (134321- | (2824,1-
671,16) 2316,01) | 7606,5)
N°4 Corrientes | San Luis de | 633,89 1814,46 4276,6 8553,2
Palmar (520,45- (145591- | (2951,3-
744,92) 2539,47) | 7876,3)
N°5§ Corrientes | Empedrado | 347,27 1365,27 4168 8336
(247,79- (1114,54- | (2799,4-
432,98) 1842,81) | 8141.1)
N°6 Corrientes | Capital 884,35 2506,87 6197 12394
(631,58- (1734,67- | (3353,32-
1293,9) 3636,3) 8730)
Ne°7 Corrientes | San Cosme 807,36 2457,2 5088,48 10176,96
(616,57- (1716,48- | (3441.36-
1306) 4890,8) 8715,2)
Promedio 647,08+ 1933,08 464526 | 8653,71
189,8 + 454,17 | £ +2293,1
851,99

18




14000

12000

10000
8000
N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7
m DL50 = DL90 m DL99 DD
Figura 14: Comparacion de los resultados obtenidos.
Discusiones:

El presente estudio constituye una aproximacion a la situacion de sensibilidad/
resistencia de H. irritans frente a Abamectina, empleando la técnica descripta por
Sheppard & Flinkle (1987), la cual fue empleada por la FAO (2004) y Castelli et al.
(2000 y 2005) para la determinacion de la resistencia de Piretroides sintéticos (PS) y
Organofosforados (OF), respectivamente. Buscio. et al. (2017) adapto esta técnica para
determinar perfil toxicoldgico de poblaciones de campo frente a fipronil. Tomando estos
trabajos y en virtud de que en la literatura no se encontraron bioensayos iti vitro para
lactonas macrociclicas frente a H. irritans, en este trabajo se empled dicha técnica,
resultando répida y facil de usar a campo, con una repetibilidad aceptable y una buena
correspondencia entre el gradiente de la concentracion y la mortalidad, tal como ocurrid
en los ensayos con piretroides realizados por la FAO (2004). Al no contar con trabajos
previos que nos pudiesen orientar en las concentraciones a usar, se procedié a impregnar
papeles de filtro Whatman N°1 previamente identificados, con concentraciones
crecientes, que comprendieron la mayor sobrevida y la mayor mortalidad de mosca,
como lo realizo la FAO (2004), Castelli et al. (2000 y 2005), Barros et al. (2012) y
Buscio et al. (2017), obteniendo asi, con la menor concentracion una mortalidad inferior

al 30 % y en la de mayor concentracion supero el 94%.

En base a formulaciones comerciales y trabajos realizados por Holmes, et al. (2015) y
De Rose, et al. (2016), se realizaron ensayos empleando Acetona con diferentes



adyuvantes, como Tritdn, DMSO, Tween, Acido acetico, Tricloroetileno, xileno y
Aceite de oliva, siendo sometidas a bafio de ultrasonidos a diferentes temperaturas y
tiempos, donde no se obtuvieron buenos resultados para las alta concentraciones
buscadas, precipitando a los pocos minutos el principio activo, concluyendo de que no
habia diferencia con el empleo de Acetona puro, obteniendo como concentracion
méxima 1 gramo en 5 mi de Acetona, como Unico diluyente, como lo realizo la FAO
(2004) y Castelli et al, (2000 y 2005) con piretroides y organofosforados,
respectivamente. También, se procedi6 a la produccion de nanoparticulas de
Abamectina, para mejorar la solubilidad acuosa y la fotoestabilidad, como menciona
Chun, (2021), esto se llevé a cabo en la Facultad de Ciencias Quimicas, de la
Universidad Nacional de Cordoba, presentando el inconveniente de tener una pérdida
significante del principio activo durante el procesamiento, haciéndolo un método

ineficiente, por lo que no se pudo realizar en mayor escala.

En cuanto al papel de filtro como soporte, se emplearon los de tipo Whatman N°I, tal
como lo reportan Castelli et al. (2005) y Barros et al. (2002). Al encontrarse en el
mercado papeles de diferentes laboratorios, se realizaron ensayos en busca del méas
apropiado, evaluando papeles de filtros de Seasinglab; GE Healthcare 541; Servilab;
Macherey, Nagel & Co.duren. A partir de estos estudios, se determind que el papel que
brindo resultados con mayor repetitividad y correspondencia entre concentracion y
porcentaje de mortandad, como también una mejor impregnacion fue el Whatman N°1
de Seasinglab.

Durante estos ensayos, se trabajo con cepas de campo, en particular con las obtenidas de
diferentes establecimientos de Corrientes, para esto se utilizaron concentraciones
crecientes que van de 393,08 a 3144,65 ug/cm2y la obtencion de las Dosis Letales fue
en base a la exposicién de dichos ejemplares y a la observacion del nimero de

mortalidad a las dosis reportadas.

Al no encontrarse en la bibliografia con trabajos previos similares, y no contar en
Argentina, con una cepa de referencia sensible, mantenida en laboratorio para H.
irritans, se realizé una comparacion entre los establecimientos testados, donde se pudo
observar que el establecimiento N°2 presenta una mayor susceptibilidad, en
contraposicion a las poblaciones de los establecimientos N°6 y N°7, que presentaron

una menor susceptibilidad, encontrandose en una etapa incipiente de seleccion de
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resistencia, mientras que los establecimientos N°1, N°3, N°4 y N°5 presentaron un
comportamiento similar frente a Abamectina. Esto pudo deberse a una presién de
seleccion indirecta por el uso de lactonas macrociclicas en el control de la garrapatas
comun del bovino (R. microplus), teniendo en cuente el antecedente de uso de
avermectinas en estos establecimientos, que si bien en todos los establecimientos se
emplearon, no conocemos la frecuencia ni el historial de aplicacion de afios anteriores,
ya que la resistencia segin Crow, (1957), puede ser considerada como un fenoémeno
natural provocado por mutaciones aleatorias, o bien inducido por la aplicacién de un
toxico, como menciona Wallace, et al (1976). Por lo que la seleccion de los individuos
genéticamente aptos para resistir a un insecticida determinado es promovida,
usualmente, por el uso continuo del mismo, y esta directamente relacionada al numero
de tratamientos en una unidad de tiempo y al nimero de generaciones de la poblacion
en esa misma unidad, segin reporto Georghiou, (1986). Si bien las avermectinas mas
empleadas para el control de R. microplus son la ivermectina y doramectina, Martins et
al. (2001) informaron resistencia cruzada a doramectina, ivermectina y moxidectina
mediante una prueba in vivo, por lo que podria estar ocurriendo lo mismo con
Abamectina en H. irritans. También pudo deberse, a que estos ultimos dos
establecimientos, se testaron en el comienzo de la temporada invernal, pudiendo
presentar algiin tipo de variacioén en cuanto a la susceptibilidad, por lo que se deberia

repetir el ensayo en las diferentes temporadas del afio.

En tanto, Barros et al., (2002b), FAO (2004) y Miller (1988) mencionaron dos tipos de
resistencia mas frecuentes para Haematobia irritans, la resistencia metabolica
aumentando la concentracion de enzimas destoxificantes (esterasas u oxidasas) las
cuales destruyen las moléculas quimicas, estando presente en las moscas resistentes a
los piretroides y la segunda, por insensibilidad del sitio de accion. Konno et al. (1991)
indico que la resistencia de Abamectina frente a la Mosca doméstica esta asociada a la
disminucioén de la penetracion cuticular y a una reduccion del numero de sitios de union
de Abamectina. También menciono que no existe una fuerte resistencia cruzada entre la

Abamectina y otros insecticidas como carbamatos, organofosforados y ciclodienos.

Actualmente a nivel mundial existen dos formas de diagnodstico precoz de resistencia,
las técnicas moleculares y bioensayos in vitro. Las primeras buscan determinar
mutaciones genéticas, que para H. irritans han sido descritas 3 mutaciones puntuales,
por insensibilidad en el sitio de accion por mutaciones en los canales de sodio para PS,
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(mutacién tipo kdr y super-kdr), en el gen de la enzima acetilcolinesterasa (G262A
AChE) para OF y en el receptor GABA (A302S - mutacion rdl), relacionada a
resistencia a ciclodienos segin Guerrero et al, (1997), Jamroz et al., (1998), Foil et al.,
(2010) y Domingues et al, (2013 y 2014), que pueden diagnosticarse simultdneamente
en un mismo individuo mediante una PCR multiplex, desarrollada por Roth (2018). En
cuanto a los bioensayos in vitro, permiten detectar la presencia de individuos
fenotipicamente resistentes, donde actualmente para moscas, solo se dispone del test
Sheppard & Hinkle (1987).

Ensayos in vivo realizados por Guglielmone et al, (1999), evalu6 la eficacia de
Abamectina inyectable para el control de H. irritans, empleando una dosis de 200
mg/kg de peso corporal, donde obtuvo una reduccién de la poblacion que vari6 de 51%
a 73% durante 14 dias después del tratamiento, y detuvo los estadios inmaduros
presentes en la materia fecal durante 28 dias, ya que las avermectinas Bl se excretan en
gran parte inalteradas con el estiércol de los mamiferos tratados segun Chiu et al (1989).
Estudios de Doherty et al. (1994) con la mosca del bufalo (H.irritans exigua), un pariente
cercano de la mosca de los cuernos, mostraron que las heces del ganado tratado con 200 mg/kg

de Abamectina inyectable inhibian la desarrollo de estados inmaduros durante 21 dias después
del tratamiento, y 4 mg de Abamectina por kilogramo de heces fue suficiente para detener este

ciclo. Por lo que Abamectina controlaria a los adultos de la mosca de los cuernos, asi como a
las etapas inmaduras en el estiércol de ganado, ayudando a mantener las poblaciones de H.

irritans por debajo del umbral de dafio econémico.

Se ha documentado la actividad de otros miembros de la familia de las avermectinas
contra H. irritans. Por ejemplo, Miller et al. (1986) informaron que una dosis de
ivermectina de 200 ug/kg resulté en una mortalidad de la mosca de los cuernos adulta
superior al 90% los dias 2 a 12 posteriores al tratamiento, y redujo el nimero y la
eclosion de los huevos. Kerlin el al (1992) también informaron que la sangre de ganado
inyectado con la misma dosis de ivermectina mat6 al 95% de las moscas de los cuernos
8 dias después del tratamiento. En sistemas de manejo de pastoreo, las formulaciones
topicas de ivermectina redujeron las poblaciones adultas en un 90 % durante 16 dias y
en un 50 % el dia 26 después del tratamiento, segin Lysyk el al (1996). También
ensayos de Anziani el al (2000) trataron con doramectina inyectable a una dosis de 200

mcg/kg, donde se observé durante las primeras 2 semanas una reduccion de la poblacién
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de moscas adultas superior al 80 % y desde el dia 2 hasta el dia 35, la reduccion de la

aparicion de adultos fue del 100% en las heces de los novillos tratados con doramectina.

Schmidt ef al. (1983) informaron que no emergieron moscas durante un periodo de 28
dias de las heces de ganado tratado por via subcutanea con ivermectina a una dosis de
200 ug/kg. Por otro lado, Fincher et al. (1992) informé sobre reducciones de
emergencia de adultos superiores al 99% por un periodo de 42 dias después del

tratamiento con ivermectina en la misma forma y dosis.

Segun los estudios citados con abamectina, ivermectina y doramectina inyectables, la
mayoria de los bovinos tratados estuvieron constantemente infestados con H. irritans,
ya que estos principios activos no son repelentes, por lo tanto, no reducirian la
inmigracion de moscas desde potreros y/o de vacunos cercanos hacia los bovinos
tratados, los cuales pueden permanecen infestados con H. irritans ain en el periodo de

maxima eficacia de estos productos.

McKenzie, et al (1993) comparo tratamientos, con uso continuo de permetrina, diazinon
e ivermectina, y mezcla de permetrina/diazinédn, rotacion de permetrina-diazinon y
rotacion de permetrina-ivermectina, determinando que con el uso continuo desarrollo
resistencia en las generaciones 21, 31 y 30, respectivamente, mientras que, con las
mezclas y rotaciones de insecticidas, resulto en el retraso del desarrollo de resistencia de

una a siete generaciones.

Se han registrado la aparicion de poblaciones de garrapatas comun del bovino
(Rhipicephalus microplus) resistentes a la ivermectina en la region noreste del pais
segun trabajos de Nava Santiago, ef al (2020), al igual que Klafke ef al. (2006) en el
Estado de Sao Paulo, Brasil, Anziani ef al. (2001) en Cooperia, Paiva et al. (2001) en
Haemonchus, tambien Cerutti (2018) menciona la eficacia reducida de Abamectina en
ovinos y caprinos frente a Haemonchus sp, por lo que cabe esperar la falla de eficacia
frente a H. irritans, ya que es afectada por el producto, aunque no haya sido el objetivo
del control (presion indirecta de seleccion). De manera tal que para comprobar la
susceptibilidad/resistencia a las avermectinas se deberian repetir ensayos a campo en

otros establecimientos ganaderos de la region.

Una de las estrategias recomendadas para la prevencion y el manejo de la resistencia a

la mosca de los cuernos ha sido el uso del control de la diapausa al final de la temporada
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con productos quimicos alternativos a los que se usan en la temporada alta segiin Kunz,
et al. (1994). En areas donde las moscas de los cuernos resistentes a los piretroides son
problema, los tratamientos a fin de verano-principio de otofio con Abamectina podrian
ayudar a reducir el nimero de moscas resistentes que entran en diapausa en el estiércol
y podrian retrasar el inicio del tratamiento la proxima primavera y disminuir el uso de
insecticidas., por lo que la abamectina puede ayudar a mantener las poblaciones de H.

irritans por debajo del umbral de dafio economico.

En los meses de trabajo, entre marzo y junio, se estudid la dinamica poblacional,
observandose un mayor niimero de moscas al inicio de dicho periodo, fines del verano-
principios de otofio, coincidiendo con uno de los dos picos del comportamiento bimodal
que presentan, sin embargo, en los meses invernales se observo una disminucion de los
gjemplares, debido a que ante las bajas temperaturas las pupas experimentan un
fenomeno de diapausa, en las estaciones del otofio y del invierno, retrasando su
evolucion hacia el estadio de insecto adulto, coincidiendo este comportamiento con lo
reportado por Guglielmone ef a/ (1997), Castro, et al (2001) y Barros, et al (2001) en

Argentina, Uruguay y Brasil respectivamente.

Con respecto a la densidad poblacional, la media de moscas/animal durante el periodo
favorable supero el limite econdmico de 200 moscas/animal, no siendo asi en los meses

invernales, estando por debajo de dicho nimero.

Dentro del rodeo, la distribucion de H. irritans sobre los animales no fue
homogeénea, donde los animales mas pesados, machos enteros y de pelaje oscuro, fueron
parasitados por un mayor numero de moscas durante todo el periodo experimental y a
su vez, dentro de este grupo, algunos fueron mas atrayentes para las moscas que otros.
Contrariamente, se observaron muchos animales con un nimero bajo de moscas durante
todo el periodo. Estos resultados confirman lo observado por Barros, (2001); Castro,
(2001) y Mancebo, et al., (2001).

Conclusiones:

Mediante los resultados obtenido, se determind que la técnica de papel de filtro
Whatman N°1 presento una buena repetitividad y correspondencia entre concentracion y

porcentaje de mortandad de los ejemplares.
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Las distintas poblaciones de H. irritans evaluadas en la region noroeste de la provincia
de Corrientes, presentaron una variacion en la susceptibilidad frente Abamectina, pero
seria conveniente mantener una evaluacion continua del status susceptibilidad-
resistencia de estas poblaciones, para alertar en forma temprana si se comprobara algun
cambio. Ademas, esta informacion podra ser utilizada como valor de referencia para
poblaciones que demuestren una disminucion de la eficacia de Abamectina para el

control de la H. irritans.

Se mantiene el comportamiento bimodal de la poblaciéon de H. irritans, ya que se pudo
observar el pico de fin de verano principio de otofio y la disminucion de ejemplares
debido a la diapausa de los meses invernales. También, se comprob6 que un pequefio

porcentaje de animales cargan el mayor nimero de moscas.

A partir de las concentraciones establecidas y las Dosis Letales halladas, se comenzara
mediante los kits de pruebas, un trabajo de campo en diferentes establecimientos para
aumentar el nimero de ensayos y de esta manera obtener el perfil de susceptibilidad de

H. irritans, frente Abamectina en Corrientes y otras provincias.
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