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RESUMEN

La garrapata Boophilus microplus esta distribuida por todo el mundo y es de gran importancia econémica por
las pérdidas que ocasiona en rebafios bovinos. El objetivo de este trabajo fue determinar la susceptibilidad in
vitro al coumafos en cuatro poblaciones de garrapatas adultas, utilizando cinco concentraciones distintas de
este principio activo, incluyendo la recomendada por el fabricante (terapéutica), y el porcentaje de mortalidad
en larvas utilizando dosis terapéutica. Se utilizaron 240 teleoginas (garrapatas hembras adultas ingurgitadas) de
cuatro fincas lecheras del estado Lara, un total de 60 garrapatas/finca divididas en grupos de 10 c¢/u, conformando 6
grupos/finca; fueron tratados individualmente cinco grupos con coumafos a las concentraciones de 125, 250, 500,
1.000 y 2.000 ppm y un grupo control con agua solamente, utilizando la técnica de inmersion de adultos. Larvas
obtenidas de esta misma poblacion fueron sometidas a la técnica de inmersion de larvas de Shaw. La media del
peso de la masa total de huevos fue menor en forma significativa en los grupos tratados con concentraciones de
1000 y 2000 ppm de coumafos con respecto al grupo control en la finca 1. No se observaron diferencias entre los
grupos tratados a las concentraciones de 125, 250, 500, 1.000 y 2.000 ppm en las cuatro poblaciones de garrapatas
estudiadas por separado. La eficacia no present6 diferencias significativas entre los grupos tratados con las cinco
concentraciones evaluadas en cada finca; el incremento de la concentracion de coumafos no fue directamente
proporcional a la eficacia. Los adultos de B. microplus resultaron resistentes al coumafos; sin embargo, se observd
un 100% de mortalidad en larvas, lo que indica alta susceptibilidad de las larvas a este organofosforado.
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Susceptibility to coumaphos on larvae and adult ticks Boophilus
microplus in dairy farms from Lara state, Venezuela

ABSTRACT

The cattle tick Boophilus microplus is widely distributed in the world and causes significant economic losses. The
aim of this work was to determine in vitro susceptibility of coumaphos ixodicide in adult ticks using five different
concentrations including the manufacturer’s recommended dosage, and the larvae mortality using therapeutic
dose. A sample of 240 engorged females was collected from four dairy farms in Lara state, (60 ticks/farm),
divided in groups of 10 ticks averaging 220 mg/tick. Commercial coumaphos formulation (20%) was used to
prepare the working concentrations of 125, 250, 500, 1000 and 2000 ppm for the adults immersion test (AIT),
and the control group was submerged in water. The Shaw larvae immersion test was applied in larvae obtained
of this ticks population. In farm 1, weight average of the total egg masses was significantly smaller in the groups
treated with coumaphos at concentrations of 1000 and 2000 ppm with respect to control group. Differences were
not observed between the groups treated at the concentrations of 125, 250, 500, 1000 and 2000 ppm in each of
the four farms. Statistical differences not were observed in the efficacy among groups. Higher concentrations
of coumaphos did not increase the efficacy of the product. The adult ticks of B. microplus were resistant to
coumaphos. Mortality in larvae reached 100%.
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INTRODUCCION

Lagarrapata Boophilus microplus (Acari: Ixodidae)
es un ectoparasito que posee una alta distribucion por
todo el mundo y es de gran importancia econdmica,
por las pérdidas que ocasiona en la produccion de
rebafios bovinos. Este parasito se origind en Asia,
lugar donde se desarrolld por miles de afios en estrecho
contacto con el ganado cebuino (Bos indicus). Debido
a su coevolucidn, esta especie bovina desarrollo y
ha mantenido cierto grado de resistencia, mientras
que las razas de ganado continental (Bos taurus) son
susceptibles a este ectoparasito (Nufiez et al., 1987).

Elcontrolde garrapatas sehabasado principalmente
en el uso de compuestos quimicos (Sonenshine,
1993). El uso indiscriminado de estas sustancias ha
causado el desarrollo de poblaciones de B. microplus
resistentes a estos principios activos. La importancia
de la deteccion de la resistencia a estos compuestos
acaricidas comerciales reside principalmente en la
posibilidad de escoger un producto de probada eficacia
para su control (Campos y De Oliveira, 2005).

La pruebas para determinar susceptibilidad a
un producto acaricida son variadas; sin embargo,
la técnica de inmersion de adultos, descrita por
Drummond et al. (1973) para teleoginas (garrapatas
hembras ingurgitadas) es la referencia a nivel
mundial aprobada por la FAO para la deteccion de
resistencia (FAO, 2004). El criterio de esta técnica
para diagnosticar susceptibilidad o resistencia a un
acaricida es la produccion de huevos después del
tratamiento. Se basa en la inmersion de teleoginas
en varias concentraciones del acaricida incluyendo
la dosis terapéutica recomendada por los fabricantes,
obteniendo el peso de la masa total de huevos,
porcentaje de eclosion, eficacia y factor de resistencia
al producto (Drummond et al, 1973). Otra prueba
utilizada es la técnica de inmersion de larvas de
Shaw, la cual determina el porcentaje de mortalidad
de larvas con concentraciones terapéuticas del
acaricida (Shaw, 1965). Estas pruebas realizadas in
vitro son una aproximacion del comportamiento del
principio activo in vivo y son utiles para detectar
fallas en el manejo del compuesto acaricida durante
la preparacion y aplicacion de los bafios.

Los primeros reportes de resistencia a
organofosforados (OPs) en garrapatas Boophilus
microplus en Venezuela fueron publicados en 1970
(Nufiez et al., 1987). Luego, otras poblaciones
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resistentes fueron aisladas en el occidente de
Venezuela (Coronado y Sanchez, 1993).

El ixodicida coumafos, como muchos otros OPs,
fue desarrollado originalmente como pesticida para
el tratamiento de ectoparasitos de los animales
domésticos y posteriormente comenzd a utilizarse
como antihelmintico resultando muy toxico al ser
agregado al alimento. Quimicamente es el 0,0-dietil
0-(3-cloro-4-metil-7-coumarinil) fosforotioato. La
principal accion de los OPs sobre estos parasitos
es la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE),
aumentando la concentracion de acetilcolina,
lo que produce una alteracion de la transmision
neuromuscular y consecuente toxicidad (Booth y Mc.
Donald, 1992).

Siendo la AChE su blanco de accion, el principal
mecanismo de resistencia de B. microplus a OPs esta
asociado con la presencia de una AChE insensible a
estos compuestos. Adicionalmente, existen diferencias
en la tasa de hidrdlisis metabdlica entre cepas de
garrapatas resistentes y susceptibles, lo cual sugiere
la presencia incrementada de esterasas y un aumento
en la detoxificacion de estos compuestos en las cepas
resistentes (Wright y Ahrens, 1988).

Actualmente este compuesto quimico no se
esta aplicando ampliamente porque presenta fallas
al utilizar la dosis terapéutica recomendada por
los fabricantes. Este trabajo tiene como objetivo
determinar in vitro la susceptibilidad de B. microplus
a varias concentraciones de coumafos mediante la
determinacion de la eficacia en adultos y porcentaje
de mortalidad en larvas provenientes de cuatro fincas
lecheras del estado Lara.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra

El experimento fue realizado en garrapatas B.
microplus colectadas en cuatro fincas lecheras:
Fincas 1 y 2 ubicadas en Duaca, Municipio Crespo,
Sector los Chispes (10° 15° 13.48" Ny 69° 06" 37.63"
0), a 935 msnm, con vegetacion de matorral y clima
continental estacional. La finca 3 ubicada en Sarare,
Municipio Simén Planas (9° 47°28.13" Ny 69° 09
57717 O), a 297 msnm y la finca 4 en Manzanita,
Municipio Simoén Planas, Parroquia Buria (9° 57
48.65" N y 68° 58" 32.91” O), a 331 msnm. Estas
dos fincas poseen vegetacion intervenida y d4reas
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de bosque con clima continental estacional todas
en el estado Lara (Fudeco, 1986). Las fincas fueron
seleccionadas por presentar altas infestaciones
con garrapatas e historial de fallas terapéuticas a
acaricidas. Las muestras fueron colectadas entre
los meses de Octubre a Mayo donde hay mayor
incidencia de garrapatas (Gallardo y Morales, 1999).
Las garrapatas se colocaron en envases adecuados
para el transporte y fueron llevadas al Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria del Decanato de Ciencias
Veterinarias para su procesamiento en las siguientes
24 horas.

Determinacion de la eficacia en adultos

Las teleoginas fueron colocadas en un colador de
acero inoxidable, lavadas con agua, secadas con papel
absorbente y pesadas individualmente en una balanza
electronica. Para la evaluacion del acaricida se utilizo
un namero de 60 garrapatas por finca, dividiéndolas
en grupos de 10 garrapatas cada uno con un peso
homogéneo por grupo (180 a 240 mg/garrapata),
conformando seis grupos por finca.

Se prepararon 30 mL de las cinco soluciones
garrapaticidas a concentraciones de 125, 250, 500
(dosis terapéutica), 1.000 y 2.000 ppm, mas un
grupo control con 30 mL de agua solamente. Cada
grupo experimental de teleoginas fue sometido a
tratamientos individuales, por una sola vez, en las
soluciones preparadas y el grupo control se sumergio
en agua, utilizando la técnica de inmersion de adultos
descrita por Drummond et al. (1973), en la que se
sumergen las garrapatas en 30 mL de la solucion
correspondiente durante 3 minutos.

Las teleoginas tratadas y las del grupo control
fueron pasadas por un colador, secadas con papel
absorbente, pesadas nuevamente y pegadas por su
parte dorsal sobre cintas de papel adhesivo en placas
de vidrio y colocadas en una cabina de incubacion a
una temperatura promedio de 27°C y una humedad
relativa de 85% por 18 dias. La masa total de huevos
(PMTH) producidos por cada garrapata se peso
en una balanza electronica al final del periodo de
oviposicion (ootoquia) a los 18 dias postratamiento y
se colectd en tubos de ensayo, tapandolos con algodon
e incubandolas durante 21 a 25 dias bajo las mismas
condiciones de humedad y temperatura sefialadas
anteriormente. Transcurrido este tiempo, se estimo el
porcentaje de eclosion cuantificando los huevos que
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no eclosionaron y las larvas emergidas contenidos en
cada tubo con la ayuda de una lupa estereoscopica, un
contador manual y capsulas de Petri cuadriculadas.

Con los datos del peso de las garrapatas, el peso de
los huevos producidos y el porcentaje de eclosion se
calculd la eficiencia reproductiva (ER), un valor que
expresa la capacidad de una teleogina para transformar
su peso corporal en larvas viables, de acuerdo a la
formula de Drummond et al. (1973). La eficacia o
porcentaje de control del coumafos en los grupos
sometidos a la técnica de inmersion con acaricidas,
se calculo segun la formula de Abbott (1925), la cual
expresa el porcentaje de control parasitario.

(ER control — ER tratado)
ER control

x 100

Eficacia =

Determinacion de mortalidad de larvas

Se realizd la técnica de inmersion de larvas
descrita por Shaw (1965). De cada finca se reservo
un tubo contenido de larvas que no fueron sometidas
a tratamiento. Se prepararon 10 mL de la solucion
del acaricida a la dosis terapéutica de 500 ppm, se
colocaron dos hojas de papel de filtro impregnadas
de la solucion dentro de cada capsula de Petri y se
colocaron 100 larvas aproximadamente entre las dos
hojas de papel filtro. El grupo control se preparoé con el
mismo procedimiento pero impregnandolas con agua.
Las capsulas de Petri tapadas y selladas se incubaron
por 24 horas a 27°C y 85% H.R. Transcurrido este
tiempo se estimd el porcentaje de mortalidad de
larvas cuantificandolas con la ayuda de una lupa
estereoscopica, un contador de laboratorio y aguja
entomoldgica. Se corrigié el porcentaje de mortalidad
segun la formula de Abbott (1925):

% Mort. Tratadas — %Mort. Control
100 - % Mort. Control

Mortalidad = %100

Analisis estadistico

Se realizo el analisis de los datos obtenidos de
cada finca por separado, sin comparar los resultados
entre las fincas porque el historial de control con
acaricidas es distinto en cada explotacion. Los datos
fueron procesados en el paquete estadistico SPSS 11
para Windows (SPSS. 2002), a los cuales se aplico
un analisis descriptivo y prueba C de Dunnett para
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varianzas distintas. Las medias seran consideradas
estadisticamente significativas con un P<0,01 (Pardo
y Ruiz, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

La media del peso de la masa total de huevos
(PMTH) en las fincas 1, 2, 3 y 4 no tuvo diferencias
significativas entre los grupos tratados a las
concentraciones de 125, 250, 500, 1.000 y 2.000 ppm
de coumafos, ni entre éstas con el grupo control,
excepto en la finca 1, donde el PMTH fue menor
en forma significativa en los grupos tratados a las
concentraciones de 1.000 y 2.000 ppm de coumafos
con respecto al grupo control (P<0,01). En la finca
3, la eficacia fue mayor en forma significativa en el
grupo tratado con 2.000 ppm con respecto al grupo
tratado con la dosis de 500 ppm. En el resto de los
grupos tratados pertenecientes a las cuatro fincas no
se encontraron diferencias significativas en la eficacia
entre las distintas concentraciones usadas (Cuadro 1).
En ningun caso la eficacia alcanzé niveles iguales o
superiores al 90%, el cual es el nivel minimo aceptado
internacionalmente (FAO, 2004). El factor de
resistencia a coumafos en las fincas 1, 2, 3 y 4 fue de
1,97 3,01 6,13 y 2,17, respectivamente. La mortalidad
de larvas a dosis de 500 ppm de coumafos fue del
100% en todas las poblaciones estudiadas.

El fracaso del control quimico contra la garrapata
puede deberse al uso de procedimientos inadecuados,
aplicacion  ineficaz, condiciones  estacionales
desfavorables o a la apariciéon de un mecanismo de
resistencia. La decision de desechar el producto

afectado y la eleccion de uno alternativo, solo debera
adoptarse después de examinar con cuidado las
caracteristicas de la cepa resistente (Nolan, 1987).

Los adultos de B. microplus fueron resistentes al
coumafos; sin embargo, el compuesto fue muy eficaz
en larvas coincidiendo con lo reportado en un estudio
realizado en Estados Unidos, en el cual el tratamiento
con coumafos resultd mas eficaz en larvas que en
adultos de B. microplus con dosis de 566 ppm; el
control de larvas fue del 98% a dosis de 165, 299
y 566 ppm (Davey et al., 2003), similar a los datos
obtenidos en este estudio donde se alcanzd un 100%
de mortalidad en larvas a dosis de 500 ppm.

Estudios in vivo han determinado que la aplicacion
de dos a tres bafios a intervalos de 7 a 10 dias
provee proteccién contra B. microplus, alcanzando
una eficacia del 92,9 al 99,9% (Davey et al., 2004),
pero aumentaria la cantidad de este compuesto
en el ambiente, ademas de incrementar los costos
de produccion. Tradicionalmente cuando falla un
producto, se cambia a otro principio o se aumenta la
concentracion y la frecuencia de los bafos, siendo
esta es una de las principales causas de resistencia
(Mekonnen ef al, 2002). En este experimento,
dosis mayores que la terapéutica no incrementaron
la eficacia del coumafos en garrapatas adultas, lo
que indica que no seria una buena recomendacion
aumentar su concentracion en los bafios a bovinos.
Adicionalmente, se pondria en riesgo de intoxicacion
al rebafio y al personal encargado de aplicar los
bafios.

Cuadro 1. Media del peso de la masa total de huevos y eficacia en B. microplus tratadas con distintas

dosis de coumafos

Dosis Peso masa huevos Eficacia
Finca Finca
1 2 3 4 1 2 3 4
mg %

125 88,83 90,36 81,19 80,13 43,15 26,88 35,84 23,05
250 93,12 71,50 96,26 67,23 51,84 39,79 30,75 51,06
500 100,92 86,80 10,62 49,86 50,80 33,22 16,31b 46,02
1000 50,38b1 78,04 71,91 44,77 75,74 49,54 45,39 40,76
2000 62,28b 95,78 53,03 52,88 71,39 24,19 66,20a 49,76
Control 149,16a 124,07 94,43 50,22

1 Promedios con distintas letras en la misma columna
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indica diferencias significativas (P<0,01).
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La garrapata B. microplus ha desarrollado en
la mayoria de los paises un grado importante de
resistencia a OPs, la cual es causada por mecanismos
de detoxificacion y por alteraciones o insensibilidad
de la acetilcolinesterasa, que es su sitio o blanco
de accion en insectos y aracnidos (Andrew et al.,
2003). En las poblaciones estudiadas se evidencid
una alta resistencia al coumafos y posiblemente estas
poblaciones de garrapatas podrian ser resistentes a
otros OPs y desarrollar resistencia cruzada contra
piretroides sintéticos, ya que se ha demostrado
que algunos mecanismos de resistencia a OPs son
comunes con los de piretroides sintéticos como es el
caso del incremento de la frecuencia del mecanismo
de glutation- S — transferasa (Rodriguez ef al., 2003).

La resistencia a acaricidas tiene un impacto
importante sobre la incidencia de las enfermedades
causadas por los hemoparasitos Babesia bovis y
B. bigemina transmitidos por garrapatas, debido
a que aumenta el nimero de éstas por animal y
por ende las posibilidades de que se incremente
la transmision de estas enfermedades (Foil ef al.,
2004). La presencia de una poblacion de reserva de
garrapatas que no hayan sido expuestas a acaricidas
se recomienda para mantener la estabilidad enzootica
de los hemoparésitos, la cual es imprescindible para la
disminucion de animales adultos con sintomatologia
clinica de estas enfermedades.

Es necesario que el control de garrapatas esté
acompafiado del conocimiento de su ciclo bioldgico
y otros factores ambientales importantes. El uso
inadecuado de drogas, incluyendo los antiparasitarios,
puede dejar residuos en los tejidos, lo cual ocasiona
problemas de salud en animales y humanos (Yamada
et al., 2006). Muchos de estos productos pueden ser
absorbidos por la piel del bovino y pasar a circulacion
sanguinea para ser biotransformados y luego
excretados en la orina y heces, teniendo un impacto
en la fauna no parasitaria u organismos del suelo,
como coleopteros, dipteros, nematodos del suelo y
microorganismos que favorecen la degradacion y
reciclaje de los excrementos animales. El coumafos
puede resultar toxico para insectos coprofagos y
perturbar el funcionamiento de pastizales por la
disminucién en la velocidad de desaparicion del
estiércol (Lumaret y Martinez, 2005). En el uso de
acaricidas en general se debe considerar el impacto
ambiental de estos principios activos.
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CONCLUSIONES

Enlas fincas estudiadas existio baja susceptibilidad
a coumafos en hembras adultas de B. microplus. La
eficacia no alcanzé valores aceptables para el control,
aun usando concentraciones mas altas del producto.
El coumafos causé 100% de mortalidad en larvas de
B. microplus.

RECOMENDACIONES

La complejidad del problema de resistencia hace
necesario realizar un control integrado, que no es mas
que la combinacion de varios métodos incluyendo
vacunas contra B. microplus, manejo de potreros,
utilizacion de animales o razas bovinas resistentes
a las garrapatas, aumento del intervalo entre bafios
contra ectoparasitos usando las dosis recomendadas,
pruebas diagnosticas de resistencia a acaricidas y
otros métodos que permitan reducir el numero de
garrapatas por animal a mediano y largo plazo.
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