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Resumen

Se determiné la DL (Dosis Letal) 99 para el Diazinén en poblaciones de campo de H.
irritans utilizando papeles de filtro Whatman N°1, impregnados con concentraciones
crecientes de Diazinon de 0,002 a 0,8 pg/cm? y analizando los resultados obtenidos
utilizando el programa estadistico Polo Plus 1.0 Probit. Cepas de campo fueron
sometidas a bioensayos hasta obtener una DL 99 de 0,037 ug/cmz. A partir de estos
resultados es que se pudo determinar que las cepas de campo analizadas presentan una
gran sensibilidad a esta molécula en comparacion a las de referencia sensible de otros

paises.



Introduccion

Haematobia irritans (mosca de los cuernos) es un diptero pequefio, que mide entre 2 y 5
mm de largo, color gris, hematofago, aproximadamente la mitad de la mosca doméstica,
siendo el mas pequefio de los muscidos picadores del bovino que afecta principalmente
al ganado en pastoreo (Mancebo et al.,, 2001). Ingres6 a la Argentina a fines de 1991 y
rapidamente infesto las principales zonas ganaderas del pais, se los encontré sobre
bovinos en pastoreo en la costa del Rio Parana en un area inundable proxima al Arroyo
Garupa, en la Provincia de Misiones, localizadas particularmente en el area de la giba,
dorso y cabeza del animal. Las mismas permanecian constantemente sobre los bovinos.
Fue introducida a América del Norte desde Francia en la década de 1890 y se extendié a
América del Sur en la década de 1970 (FAO, 2004), llegando a Argentina en 1991
desde Brasil (Mancebo er al, 2001). La mosca de los cuernos es un parasito
permanente, las formas adultas se alimentan de sangre, provocan estrés en el animal,
obligandola a tener una pérdida de energia al realizar movimientos continuos con la
cabeza, las orejas y la cola, disminuyendo el tiempo de alimentacion y con mermas en la
produccion de carne y leche. Se considera que las moscas picadoras causan una
disminucién del 25% en la produccion de carne y leche, solo deja a los animales para
poner huevos en el estiércol fresco del ganado. El adulto permanece en el anfitrion, solo
en intervalos cortos de tiempo baja para depositar sus huevos en estiércol del bovino y
luego sube, lo que perjudica las ganancias de peso y la produccion de leche (Campbell,
1976, Byford et al, 1992). Debido a pérdidas de produccion y costos de control,
EE.UU. y Brasil estimaron pérdidas de 730 millones y 3,24 billones de dolares anuales,
respectivamente, debido a esta plaga del ganado (Foil & Hogsette, 1994; Grisi et al.,
2014). Se ha sugerido que una infestacion de entre 100 y 300 moscas por animal puede
causar pérdidas en produccion (Byford ef al., 1992) y, por tanto, una infestaciéon de 200
moscas por animal ha sido aceptada como el umbral para el tratamiento en las razas
bovinas europeas (Kunz & Kemp, 1994; FAO, 2004).

Las infestaciones por endo y ectoparasitos representan un problema grave en el ganado,
lo que conlleva grandes pérdidas econoémicas. Un factor que aumenta tales pérdidas,
esta relacionado con la aparicion de resistencia frente a moléculas destinadas a su
control. Sin embargo, a pesar de esta situacion, el control de los parasitos del ganado

todavia depende en gran medida del uso de productos quimicos (Souza et al., 2008).



La técnica papel de filtro / placa de Petri de Sheppard & Hinkle (1987) se encuentra
descripta para la determinacion de susceptibilidad de la mosca de los cuernos frente a
diferentes insecticidas, empleando residuos de moléculas en diferentes dosis. Utilizando
como soporte Papeles de filtro Whatman N°1 son impregnados 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).

El desarrollo de resistencia a los piretroides sintéticos en poblaciones de Haematobia
irritans de Argentina dificulta su control. Una alternativa para ello es el uso de
insecticidas organos fosforados (OF), de los cuales existen antecedentes locales de su
eficacia. Igualmente, su uso dara lugar, en un plazo indefinido, al desarrollo de H.
irritans resistente a los mismos. Es por lo tanto, conveniente la vigilancia del status de

la resistencia -susceptibilidad a los 6rgano-fosforado (Guglielmone et al., 2000).

Es asi, que el presente trabajo, propone, la identificaciéon de cepas susceptibles a
Diazinén, mediante un screening de establecimientos de Corrientes, utilizando la técnica

de impregnacidn de papeles como bioensayo.

Objetivos

Objetivo General:
- Evaluacion de susceptibilidad de Haematobia irritans cepas de campo, frente a

Diazin6n mediante bioensayos insecticidas.

Objetivos Especificos:

- Puesta a punto de bioensayos insecticidas utilizando técnicas papeles de filtro
impregnados con Diazin6n para H. irritans.

- Obtener Dosis Letal 99 (DL99) de Diazinén para poblaciones de campo de H.
irritans mediante ensayos biologicos.

- Realizar un screening de susceptibilidad/resistencia frente al Diazin6n en cepas

de H. irritans de diferentes establecimientos de Corrientes.



Materiales y Métodos

1. Lugar: Laboratorio de Féarmacos Garrapaticidas — Facultad de Ciencias
Veterinarias-UNNE.
2. Periodo: julio - agosto 2021

3. Preparacion de diluciones:

Se procedi6 a preparar las siguientes diluciones de Diazindn grado técnico (87 % de
pureza P/P y densidad 1,095 g/ml), y como diluyente Acetona pro andlisis. Como
controles se utilizaron papeles tratados solo con acetona. Siguiendo la técnica descripta
por Guglielmone ef al (2006), los ensayos de diluciones iniciaron con una
concentracion de 0,8 pg/em?® el mismo se obtuvo diluyendo 0,522 ul del principio
activo en 10 ml de acetona para obtener una solucion, que luego seran impregnada en

los papeles de filtro Whatman N°1.

Posteriormente, se realizd sucesivas diluciones a partir de la primera, para obtener
concentraciones de 0,4; 0,2; 0,08; 0,04; 0,02; 0,008; 0,004; 0,002 ug/cm2 que luego

seran impregnadas.

4. Impregnacion y almacenamiento:

Se realizo la impregnacion de 1 ml de las diferentes soluciones en papeles de filtro
Whatman N°1 de 9 cm de diametro dispuestos sobre soportes metalicos donde se
dejaron secar durante 1 hora, a temperatura ambiente 28°C para luego ser mantenidos
en sobres de aluminio a 4°C en heladera, segun Sheppard & Hinkle (1987). Los papeles
se utilizaron cuatro veces, dos veces por cada lado del papel, tal como lo reportaron

Barros ef al. (2002).

5. Captura de moscas:

Se realizaron multiples visitas a diferentes establecimientos, donde, bovinos de
diferentes categorias, fueron encepados. Mediante redes entomolodgicas se realizo la
captura de H. irritans, pasando las redes por el dorso y lomo a partir de campos

parasitados y siempre en el mismo horario de 7:00 a 10:00.

6. Bioensayos:



Los dipteros capturados fueron llevados para su procesamiento al Laboratorio de
Farmacos Garrapaticidas de la Facultad de Ciencias Veterinarias- UNNE, en donde
fueron dispuestos en un nimero de 15 a 25 en céapsulas de plastico de 9 cm de diametro,
conteniendo los papeles impregnados. Cada concentracion fue evaluada por triplicado,
incorporando también, un control que consistio en papeles impregnados con acetona. El
tiempo de exposicion a la droga fue de 2hs, realizando el recuento de muertas cada 30
minutos. Se considera muerto al ejemplar que no se mueve o que no logra desplazarse
(FAO, 2004).

L Taxonomia de H. irritans

A partir de los ejemplares capturados se realizd la identificacion taxondmica de los
mismos. Siguiendo la clave dicotdmica descripta por Carvalho (2002) se caracterizé a la
mosca comun de los cuernos, a través del reconocimiento del aparato bucal sucto

picador, propio de dipteros hematofagos, y del merdn desnudo, carente de vellosidades.
8. Andlisis estadistico:

Los datos obtenidos fueron procesados por el programa estadistico Polo Plus, a partir

del cual se obtuvieron las DL50, DL90, DL99 para cada ensayo.
Resultados
1 Preparacion de diluciones:

Las concentraciones buscadas fueron preparadas mediante diluciones seriadas e
impregnadas en papeles de filtro, Fig. 1

Fig. 1 Obtencion de diluciones seriadas de Diazinén.



2. Impregnacién y almacenamiento:

Los papales se dejaron secar por una hora en soportes de madera, bajo campana de
extraccion, para luego ser guardados en sobres de aluminio y refrigerados en heladera.
Cada concentracion se almaceno por separado, asi como el control de acetona, Fig.2 -3.

Fig. 2: Soportes de madera con papeles de filtro impregnados.

Fig. 3: Impregnacion de papeles filtro.



3. Captura de moscas:
Se ha logrado estandarizar un sistema de captura de moscas a campo Yy la
posibilidad de incorporar el nimero adecuado de moscas en las placas para el

bioensayo, Fig. 4-5y 6.

Fig. 4. Infestacion de H. irritans en bovinos.

Fig. 5y 6: Recoleccion de moscas utilizando red entomoldgica.
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4. Bioensavos:
Para la realizacion del bioensayo se pasaron desde la red al equipo de
concentracién de moscas para luego ponerlas en las respectivas placas, Fig. 7 'y
8.

Fig. 7: Moscas capturadas y pasadas a trampa.

Fig. 8: Bioensayo con cepas de campo.
5. Taxonomia de H. irritans

Mediante observacion con lupa estereoscopica se realiz6 la identificacion de H. irritans.
Siguiendo la clave dicotémica descripta por Carvalho (2002) se caracterizd a la mosca
comun de los cuernos, a través del reconocimiento del aparato bucal sucto picador,

propio de dipteros hematofagos, y del merdn desnudo, carente de vellosidades, Fig. 9.
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Fig. 9: Fotografia de H. irritans tomada con lupa estereoscdpica, donde se sefialan (1.)
Merény (2.) Ap. Bucal.

6. Andlisis estadistico:

Los datos obtenidos fueron procesados por el programa estadistico Polo Plus, a partir
del cual se obtuvieron las DL50, DL90 y DL99 para cada ensayo. La regresion lineal
realizada arrojo datos de DL50 para una poblacion de campo de entre 0,009 a 0,012
pg/cm2y una DL99 de 0,035 a 0,045 pg/cm2 Tabla 1
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Tabla 1 Resumen de ensayos realizados durante los meses de trabajo

Periodo

analizado

01-15 /07

15-30/ 07

01-30/08

PROMEDIO

LD 50

0,009

0,009

0,012

0,01

LD 90

0,022

0.019

0,022

0,021

LD 99

0,045

0.036

0,035

0,037

Tiempo

exposicion
120 min

120 min

120 min

de

Heterogeneidad

1.4683

0.663

4.1858

Fecha

analisis

15/07

01/08

01/09

13

de



Discusion

La técnica empleada en el presente trabajo final fue la de Papeles de filtro impregnados,
descripta por Sheppard & Hinkle, (1987). Sin embargo, segiin la FAO (2004) el test de
papel de filtro no es adecuado para determinaciones de OF, y en su lugar, recomiendan
el test de viales de vidrio, desarrollada por Cliek & Knapp (1986) para ensayos con
Diazinon. En controversia con estos autores, investigadores del INTA Rafaela, han
estandarizado la técnica usada en estos ensayos para esta molécula, realizando la

comparacion de distintos tipos de papeles de filtro (Castelli ez al., 2005).

El presente trabajo utilizo papeles de filtro de tipo Whatman N°1, tal como lo reportan
Castelli ef al. (2005) y Barros ef al. (2002). En trabajos anteriores, Castelli ef al. (2005)
realizaron ensayos en busca del papel de filtro mas apropiado, evaluando Whatman
N°1, N° 40, papeles de filtro S y S 589. A partir de estos estudios, es que se determind
que el papel con resultados que brindaron mayor repetitividad fue el Whatman N°1 y
reportaron la falta de correspondencia entre concentracion y porcentaje de mortandad

utilizando otros papeles, asi como la técnica de viales.

En el presente trabajo se inicié con una dilucién de 0,8 pg/cm®tal como lo reportaron
Guglielmone ef al. (2006). Trabajos previos de los mismos autores reportan dosis mas
bajas que van de 0.008-0.0002 pg/cm® (Guglielmone et al, 2001), viendo asi la
necesidad de ajustar dichas dosis. Por su parte, Barros et al. (2012) utiliza diluciones

mas elevadas de 0,1 pg/cm®a 3,2 ug/cm? frente a la cepa brasilera.

Durante estos ensayos, se trabajo con cepas de campo, en particular con las obtenidas de
diferentes establecimientos de Corrientes. La obtencion de las dosis letales fue en base a
la exposicion de dichos ejemplares a las dosis reportadas por Guglielmone ef al. (2001),
quienes determinan una DL50 de 0,002 y 0,001 pg/cm? para rodeos de leche y carne,
respectivamente, siendo para este trabajo una DL 50 de 0,009 a 0,012 pg/cm?.

En Argentina, no se cuenta con una cepa de referencia sensible, mantenida en
laboratorio para H. irritans. Sin embargo, trabajos publicados por Barros ef al. (2002)
utilizan para la determinacion de DL una cepa de referencia, la cepa brasilera,
realizando la comparacién de las dosis obtenidas en los bioensayos con las de la colonia
susceptible mantenida en Kerrville Texas USA, llegando a la conclusion de que la cepa

brasilera es mucho mas susceptible que la norteamericana. Asimismo estudios
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realizados por Cuore et al., (1988) en Uruguay, demostraron que las cepas obtenidas a
campo presentan una sensibilidad mayor a la molécula en evaluacion, versus la cepa de

Texas. Resultados similares se obtuvieron en el presente estudio.

Dos factores pueden explicar la alta susceptibilidad al Diazinon observada en este
estudio: bajo uso de OF (Organofosforados), por la aparicion de moléculas més eficaces
y la presencia de resistencia a los piretroides. Reportes de la FAO (2004) explican el
factor de resistencia cruzada negativa, entre piretroides y OF por el gen KDR. Se sugiri6
que el mecanismo detrds de esta resistencia cruzada negativa era un aumento del
metabolismo (activacion) del Diazindn por el aumento de la actividad de las oxidasas de

funcion mixta, presente en las moscas resistentes a los piretroides (Barros ef al., 2002).
Conclusion

En el presente trabajo, se concluye que las cepas de campo presentan una marcada
susceptibilidad al Diazinén en los establecimientos evaluados en la provincia de
Corrientes, en comparacion a las cepas mantenidas en laboratorios de Kerrville, TX-

USA y Brasil, siendo la DL99 de 0,037 pg/cm?.

A partir de las concentraciones establecidas y la DL99 hallada se comenzara un trabajo
de campo en diferentes establecimientos para aumentar el nimero de los mismos y de
esta manera obtener el perfil de susceptibilidad al Diazinon de H. irritans, de

establecimientos de Corrientes y otras provincias.
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