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RESUMO

Estudos realizados para a avaliagcdo da resisténcia do carrapato visam um
efetivo controle desse parasito, porém, as avaliagbes in vitro de principios
ativos de aplicacdo via pour on ou injetaveis ainda sdo escassos. Relata-se
pela primeira vez um isolado de campo de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, multirresistente a todas as classes de acaricidas e algumas associacdes
por meio de testes in vitro. Foi constatada a resisténcia desse isolado a treze
carrapaticidas e dois produtos quimicos demonstraram-se eficazes. Também
foi realizada a avaliacdo do perfil de resisténcia de dez isolados de campo de
Rhipicephalus microplus aos acaricidas fluazuron, fipronil e ivermectina, em
rebanhos bovinos em Mato Grosso do Sul. As avaliacbes dos produtos
pulverizacdo foram feitas pelo teste de imersédo de adultas (TIA) convencional,
o fluazuron foi avaliado por meio de um TIA modificado e o teste de imerséo de
larvas (TIL) foi utilizado para a avaliagdo do fipronil e ivermectina. Foram
recebidas amostras de dez propriedades em Mato Grosso do Sul, sendo
constatada a resisténcia em oito isolados de campo ao fluazuron e, em relacéo
ao fipronil e ivermectina, observou-se resisténcia em quatro isolados e houve
resisténcia incipiente nos outros seis isolados. Com os resultados obtidos em
ambos os estudos foi possivel observar que grande parte das populacées do
carrapato-do-boi em Mato Grosso do Sul se encontram resistentes aos
principais acaricidas, aplicados via pour-on, utilizados para o controle dos
carrapatos.

Palavras-chave: acaricidas; carrapatos; controle quimico; teste de imerséo de

adultos; teste de imerséao de larvas.
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ABSTRACT

Studies carried out for the evaluation of tick resistance aim at an effective
control of this parasite, however, in vitro evaluations of active principles of pour
or injection are still scarce. A field isolate from Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, is reported for the first time, multiresistant to all classes of acaricides and
some associations through in vitro tests. The resistance of this isolate to
thirteen carrapaticides was verified and two chemical products proved to be
effective. The evaluation of the resistance profile of ten field isolates of
Rhipicephalus microplus to the acaricides fluazuron, fipronil and ivermectin in
bovine herds in Mato Grosso do Sul was evaluated. The spraying evaluations
were done by the adult immersion test (TIA) Fluazuron was evaluated by means
of a modified TIA and the larval immersion test (TIL) was used for the
evaluation of fipronil and ivermectin. Samples were collected from ten
properties in Mato Grosso do Sul, where resistance was observed in eight field
isolates of fluazuron and, in relation to fipronil and ivermectin, resistance was
observed in four isolates and there was incipient resistance in the other six
isolates. With the results obtained in both studies, it was possible to observe
that most of the populations of the tick-of-ox in Mato Grosso do Sul are resistant
to the main acaricides, applied via pour-on, used for the control of ticks.

Key-words: acaricides; ticks; chemical control; adult immersion test; test of

immersion of larvae.
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1. INTRODUCAO

O carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus, é um ectoparasito que tem
como hospedeiro, preferencialmente, os bovinos. E responsavel por grandes
prejuizos econdmicos, como reducdo na producédo de leite, danos ao couro, reducao
do ganho de peso, imunossupressao (HORN, 1983), além da transmissédo de
patdgenos como Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina (SMITH e
KILBORNE, 1892). O impacto na producdo causado pelo R. microplus gera
prejuizos de aproximadamente US$ 3.236,35 bilhdes no Brasil (GRISI et al. 2014).

O principal método de controle de infestacdes de carrapatos € por meio de
produtos quimicos, a via de acdo dos acaricidas podem ser por contato, sendo as
classes mais utilizadas no Brasil os organofosforados, formamidinas, piretréides e
fenilpirazoles (fipronil), ou sistémicos, as lactonas macrociclicas (ivermectina) e
benzoilfeniluréias (fluazuron) (SINDAN, 2013).

O desenvolvimento da resisténcia se inicia com uma mutacdo genética na
populacao dos parasitos (SUTHERST; COMMINS, 1979), fato que se agrava com a
utilizacdo dos acaricidas em larga escala de modo indiscriminado promovendo uma
selecdo de carrapatos geneticamente resistentes aos produtos quimicos (STONE,
1972).

O primeiro relato de um isolado resistente ao fluazuron foi em um estudo de
Reck et al. (2014) por meio do Teste de Imersdo de Adultas (TIA), com a
padronizacdo da técnica, o que tornou possivel a sua reproducdo em outros
laboratérios. Castro-Janer et al. (2009) constataram que o Teste de Imersédo de
Larvas (TIL) foi a melhor técnica para o diagnéstico da resisténcia dos carrapatos ao
fipronil. A resisténcia dos carrapatos a ivermectina foi relatada pela primeira vez por
Martins e Furlong (2001) no Rio Grande do Sul por meio de teste in vivo, e por
técnicas in vitro por Klafke et al. (2006; 2012).

Até o momento, a maioria dos estudos do perfil de resisténcia do carrapato do
boi a acaricidas sdo com formulagbes comerciais via pulverizagcdo, porém poucas
avaliacdes utilizam testes in vitro com acaricidas que séo aplicados de forma pour-
on ou injetavel. Por isso, ha escassez de estudos para a deteccdo da resisténcia dos

carrapatos aos farmacos ivermectina, fipronil, fluazuron e que abordem todas as



classes e suas associagfes, que resulta em um desconhecimento do real cenério

atual da resisténcia de R. microplus.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil da resisténcia de isolados de
campo de Rhipicephalus microplus em bovinos de Mato Grosso do Sul, Brasil aos
acaricidas fluazuron, fipronil e ivermectina que sdo aplicados via pour on por meio de
testes in vitro.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Rhipicephalus microplus

O “carrapato-do-boi”, que tem como sua origem a Asia (HOOGSTRAAL
e KIM, 1985), possui distribuicdo mundial, afeta principalmente a regido
neotropical, atinge o Brasil, Paraguai, Uruguai, norte da Argentina, Colémbia,
estende-se até o México (ESTRADA-PENA, 1999; et al. 2006). E um
ectoparasito do gado bovino preferencialmente, porém podem parasitar outros
animais, como os bubalinos, equinos, ovinos, caprinos (RIEK, 1959) e
cervideos (BECHARA et al. 2000).

O local de predilecdo destes parasitos em seu hospedeiro sdo: regides
ventrais como bolsa escrotal, barbela, parte interna das patas, pavilhdo
auricular (CORDOVES, 1997), térax, axilas e tabua do pescoco, a preferéncia
por estes locais se da pela temperatura local e espessura da pele, além da
dificuldade dos animais lamberem estes locais (WAGLAND, 1978).

3.2. Importancia econémica

Infestacbes macicas por carrapatos resultam em grandes perdas,
causadas por lesdes no couro do animal pela fixacdo das larvas, substancias
em sua saliva geram uma reacdo anticoagulante local, resultando em
inflamacéo, prurido, edema, pontos de necrose e ulceracdo (PEREIRA, 1982;
LIMO et al. 1991). O prejuizo causado por R. microplus também se deve pela
diminuicdo da produgéo dos bovinos, em decorréncia do estresse causado nas
infestacBes, anemia devido as perdas diarias de sangue para a alimentacéo
destes parasitos (FORTES, 1997), diminui¢do da producéo de leite, reducéo da
conversao alimentar tendo como consequéncia a diminuicdo do ganho de peso
e imunossupressao (HORN, 1983).

O estresse e a diminuicdo da imunidade dos bovinos séo fatores que
tem como consequéncia uma predisposicdo a patologias, principalmente a
Tristeza Parasitaria Bovina, jA que o carrapato-do-boi € um transmissor da
Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina, agentes etioldgicos desta
doenca (SMITH e KILBORNE, 1892).
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Em um estudo realizado por Grisi et al. (2014) foi realizada a avaliacao
do impacto econdmico de parasitos de bovino no Brasil, sendo relatado que o
prejuizo econdmico atribuido aos bovinos pelo R. microplus é de

aproximadamente $ 3,24 bilhdes de dolares por ano.

3.3. Controle quimico

Na tentativa de diminuir esse prejuizo econbmico e preservar a saude
animal é necessario o controle desses ectoparasitos nos bovinos, o principal
método utilizado nesse combate é com uso de acaricidas. Os carrapaticidas
podem ser aplicados por via tépica, por pulverizacdo, banhos de imersdo ou
aplicacdo dorsal (pour on), ou por via parenteral (subcutédnea). Esses farmacos
sdo classificados quanto sua via de acdo, agindo por contato, sendo as
principais classes os organofosforados, os piretroides, as amidinas e o0s
fenilpirazois. Ja as lactonas macrociclicas e as benzoilfenilureias séo acaricidas
gue agem de forma sistémica, sendo metabolizados e distribuidos por toda a

corrente sanguinea do animal (FURLONG et al. 2007).

3.3.1. Benzofenilureias (Fluazuron)

O fluazuron é um inibidor da sintese da quitina, que atua na cuticula dos
carrapatos, impedindo a ecdise desses parasitos e afeta também a eclosédo dos
ovos (FURLONG et al. 2007). Comecou a ser comercializado no Brasil em
1994, sendo indicado para o controle dos carrapatos pois possui alta
especificidade, baixa toxicidade para os mamiferos e longo periodo de acédo
(RETNAKARAM e WHIGHT, 1987).

3.3.2. Fenilpirazoles (Fipronil)

O fipronil é um inseticida que comecou a ser utilizado em 1990 no
controle de carrapatos e moscas (GUGLIELMONE et al. 2000; ALBERTI et al.
2001). E um acaricida que age por contato (MEDINA et al. 2003), aplicado na
forma “pour on” (FURLONG et al. 2007). Atua por meio do bloqueio dos canais
de cloro, afetando o sistema nervoso dos artropodes, resultando em sua morte
(COLE et al. 1993; DURHAN et al. 2001).

12



3.3.3. Lactonas Macrociclicas (lvermectina)

Um dos acaricidas mais utilizados para o controle de infestagdes por R.
microplus (MENDES et al. 2011), a ivermectina é um antiparasitario da classe
das lactonas macrociclicas, além de ser um acaricida também possui agéo
contra insetos e nematodas. Age por meio da abertura dos canais de cloro,
promove o bloqueio dos impulsos nervosos nos parasitas e causa a morte por
paralisia do parasito (GEARY et al. 1993). Esse farmaco, que age de forma
sistémica, pode ser aplicado por via “pour on” ou injetavel (FURLONG et al.
2007).

A ivermectina possui longo periodo residual, este fato aliado ao uso
deste farmaco por longos periodos pode desencadear a selecdo de uma
populacdo de carrapatos resistentes, que dificulta o controle desses parasitos
(KUNZ e KEMP, 1994).

3.4. Resisténcia de R. microplus a ivermectina, fluazuron e fipronil no
Brasil

O desenvolvimento da resisténcia se inicia com uma mutagdo em um
alelo da populagéo dos parasitos que ocorre de forma aleatdria. Os tratamentos
aplicados a esta populacdo matam todos os individuos suscetiveis, que néo
possuem esta alteracdo genética, aumenta-se a frequéncia do alelo resistente
em toda a populagéo e tem como consequéncia a nao eficiéncia do acaricida
utilizado no controle (STONE, 1972; SUTHERST e COMMINS, 1979)

Os relatos da resisténcia a este principio ativo tém aumentado nos
altimos anos, sendo constatado por técnicas in vitro (Reck et al. 2014), e in vivo
por Maciel et al. (2016).

A resisténcia de R. microplus ao fipronil foi constatada pela primeira vez
por meio de testes in vitro por Castro e Janer et al. (2009), em popula¢gdes do
Brasil e Uruguai.

O primeiro relato da resisténcia dos carrapatos a ivermectina no Brasil,
foi em um estudo de Martins e Furlong (2001) por meio de teste a campo, no
Sul do pais. Posteriormente, foi relatado por Klafke et al. (2006; 2012) a

resisténcia detectada por técnica in vitro.
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3.5. Diagnéstico da resisténcia dos carrapatos aos acaricidas

A resisténcia dos carrapatos aos acaricidas pode ser detectada por
bioensaios in vivo, in vitro ou por técnicas moleculares. As técnicas in vivo sdo
realizadas com infestacdes controladas em bovinos, sendo divididos em
grupos, um recebe o tratamento com a droga avaliada e o outro ndo recebe
tratamento, posteriormente sdo avaliadas o nimero e peso das teledginas,
oviposicdo e eclosdo dos ovos. Sdo consideradas técnicas de referéncia,
porém, possuem desvantagens pelo tempo na aplicacdo dos testes, gasto com
materiais, a manutencdo dos animais utilizados, entre outros fatores (CASTRO-
JANER, 2010).

As técnicas in vitro sdo de baixo custo e simples na sua execucao
(SCOTT, 1995), séo utilizadas as adultas no Teste de Imersédo de Adultas (TIA)
(DRUMMOND et al. 1973) ou larvas no Teste de Imersdo de Larvas (TIL)
(SHAW, 1966) ou Teste de Pacote com Larvas (TPL) (STONE E HAYDOCK,
1962).

Para a ivermectina, foi relatado por Klafke et al. (2006) que o TIL foi a
técnica que se demonstrou mais eficaz para o diagndstico da resisténcia das
populacdes de campo de R. microplus. No estudo de Castro-Janer et al. (2009)
também ficou comprovado que o TIL foi mais sensivel da deteccdo da
resisténcia ao fipronil. A técnica indicada pela FAO (2004) para o diagndstico

da resisténcia ao fluazuron é o TIA, que foi modificado por Reck et al. (2014).
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Resisténcia a todos 0s grupos quimicos acaricidas de um isolado de Rhipicephalus microplus
em Mato Grosso do Sul, Brasil

Luiza Mendes Valsonit*, Mariana Green de Freitas!, Jéssica Teles Echeverrial, Dyego
Gongcalves Lino Borgest, Fernando de Almeida Borgest

!Laboratério de Doengas Parasitarias, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS, Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brasil.

ABSTRACT

The objective of this study was to diagnose the resistance of tick-of-ox to systemic acaricides
and that act by contact in a property in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil. Adult
immersion tests were used to evaluate the commercial formulations of the organophosphorus,
amidines, pyrethroids, their associations and fluazuron, and the immersion test of larvae with
ivermectin and fipronil. The resistance to the acaricides was detected in all chemical classes
administered alone, with effective products of 3.2% (Amitraz), 34.2% (Dichlorvos +
Cypermethrin), 14.6% (Chlorpyrifos 5g + Cypermethrin 2g), 72.9% (Deltamethrin), 60.3%
(Cypermethrin), 70,2% (Cypermethrin 15g + Chlorpyrifos 25g + Citronella 1g), 20.5%
(Dichlorvos + Chlorpyrifos), 0% (Chlorpyrifos), 46.2% (Ethion + Chlorpyrifos +
Cypermethrin), 51.5% (Cypermethrin 15g + Chlorpyrifos 25g + Citronella 1g), only two
associations, one containing two types of organophosphates and one pyrethroid (Chlorpyrifos
+ Cypermethrin + Fenthion) and another with a high concentration of organophosphates +
pyrethroid (Chlorpyrifos 50g + Cipermetrine 6g) were still effective at 100% and 96.3%,
respectively. Resistance to fluazuron, ivermectin (Resistance factor = 3.08) and fipronil with
(FR = 3.18) were also observed. The results obtained with the present study indicate an
isolated of ox-ticks with resistance to all classes of existing contact or systemic acaricides and
associations between pyrethroids and organophosphates.

Keywords: tick-of-ox; control; adult immersion test; immersion test of larvae.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia do carrapato-do-boi a acaricidas sistémicos e
gue agem por contato em uma propriedade em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Foram utilizados testes de imersdo de adultas para a avaliagdo de formulacdes comerciais das



20

classes organofosforados, amidinas, piretréides, suas associa¢fes e fluazuron, e o teste de
imersdo de larvas com ivermectina e fipronil. A resisténcia aos acaricidas foi detectada a
todas as classes quimicas administradas isoladamente, com eficacia dos produtos de 3,2%
(Amitraz), 34,2% (Diclorvos + Cipermetrina), 14,6% (Clorpirifés 5g + Cipermetrina 2g),
72,9% (Deltametrina), 60,3% (Cipermetrina), 70,2% (Cipermetrina 15g + Clorpirifés 259 +
Citronela 1g), 20,5% (Diclorvos + Clorpirifés), 0% (Clorpirifés), 46,2% (Ethion + Clorpirifos
+ Cipermetrina), 51,5% (Cipermetrina 15g + Clorpirifés 25g + Citronela 1g). Apenas duas
associacfes, uma contendo dois tipos de organofosforados e um piretroide (Clorpirifés +
Cipermetrina + Fenthion) e outra com elevada concentracdo de organofosforado + piretroide
(Clorpirifés 50g + Cipermetrina 6g) apresentaram eficacia de 100% e 96,3%,
respectivamente. Também foi constatada a resisténcia a fluazuron, ivermectina (Fator de
resisténcia = 3,08) e fipronil com (FR = 3,18). Os resultados obtidos com o presente estudo
indicam um isolado de carrapato-do-boi com resisténcia a todas as classes de acaricidas por
contato ou sistémico existentes e algumas associagdes entre piretroides e organofosforados.
Palavras-chave: carrapato-do-boi; controle; teste de imersdo de adultos; teste de imersédo de
larvas.

INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus, também conhecido como carrapato-do-boi, € um ectoparasita
pertencente a familia Ixodidae que tem como principal hospedeiro o bovino (PATARROYO
et al. 2002). Encontrado principalmente em regides tropicais e subtropicais (WILLADSEN &
JONGEJAN, 1999), cerca de 80% dos bovinos no mundo estdo expostos ao carrapato-do-boi,
segundo Grissi et al. (2002).

H& uma perda de aproximadamente US$ 3,24 milhdes por ano no Brasil devido ao
parasitismo de R. microplus. Os prejuizos sdo verificados, principalmente, pela diminuicdo da
producdo de leite e queda no ganho de peso, danos ao couro, gastos com carrapaticidas, entre
outros fatores, como afirmam Grisi et al. (2014). Além da diminuicdo produtiva dos bovinos,
0 carrapato-do-boi transmite, durante o repasto sanguineo, agentes como Babesia sp. e
Anaplasma marginale, que causam a Tristeza Parasitaria Bovina (SMITH & KILBORNE,
1893).

Em geral, o controle dos carrapatos se da por meio do controle quimico, com 0 uso de
acaricidas (KUNZ & KEMP, 1994). Os grupos quimicos que podem ser utilizados neste
controle sdo os organofosforados, amidinas (amitraz), piretroides, lactonas macrociclicas,
fenilpirazois (fipronil) e benzoilfenilureias (fluazuron) (KLAFKE et al. 2012). Por meio do

uso inadequado destes farmacos, falhas no controle dos carrapatos séo verificadas devido a
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resisténcia, condicdo associada a fatores como a pressdo de selecdo imposta pela aplicacdo
dos acaricidas (CONWAY & COMINS, 1979).

Relatos de populacGes de carrapatos resistentes a acaricidas sdo frequentes no Brasil, Higa et
al. (2016) relatam em seu estudo que 47,64% das 28 propriedades avaliadas em Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, Ceara, S&o Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal, foram resistentes aos
acaricidas avaliados. Estudos recentes utilizando técnicas in vitro, tém demonstrado a
existéncia de isolados resistentes a ivermectina (KLAFKE et al. 2006), fipronil (CASTRO-
JANER et al. 2009), e recentemente Reck et al. (2014) relatou um isolado resistente a
cipermetrina, clorpirifés, fipronil, amitraz, ivermectina e pela primeira vez ao fluazuron. Os
relatos de isolados resistentes atualmente ndo apresentam avaliagdes de acaricidas de atuacéo
sistémica e de associacOes das classes em cada isolado de carrapatos monitorado, ficando com
uma deficiéncia de informacdes importantes para um eficaz controle do carrapato-do-boi.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a resisténcia de todas as bases quimicas de acaricidas
que atuam por contato ou por modo sistémico por meio de bioensaios in vitro em um isolado
de carrapatos de bovinos em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Propriedade de origem dos carrapatos

Os carrapatos foram coletados de bovinos em uma propriedade produtora de leite, localizada
no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizados bovinos da
raca Holandesa e Jersey, naturalmente infestados, dos quais, foram coletadas
aproximadamente 300 teledginas para realizar o Teste de Imersdo de Adultas (TIA) e Teste de
Imerséo de Larvas (TIL).

A fazenda possui um historico de utilizar todas as classes de acaricidas no controle de
Rhipicephalus microplus, com diferentes produtos comerciais e formulacgdes. Todas as classes
de acaricidas avaliadas no presente estudo ja foram utilizadas na propriedade. Um das
atividades econdmicas nesta propriedade era a comercializacdo de animais adquiridos em
fazendas no Rio Grande do Sul e, no momento da chegada dos bovinos, era realizada asperséo
de acaricidas que atuam por contato, caso fosse constatado a infestacdo de carrapatos. N&o era
realizada a quarentena dos animais provenientes de outras propriedades. Os produtos
comerciais de pulverizacdo nao eram preparados como informa a bula, sem precisdo na
diluicho em agua. Os animais eram tratados frequentemente com acaricidas, com
pulverizagcdes semanais. FormulagGes pour-on a base de fipronil, fluazuron e formulagdes
injetaveis de ivermectina também eram administradas com frequéncia e as recomendag6es dos

fabricantes quanto a dosagem ndo eram respeitadas. Os relatos de falhas no tratamento
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ocorriam com frequéncia. A molécula ivermectina além de ser usada no controle de
ectoparasitas, também era utilizada para o controle de endoparasitas na propriedade.

Cepa susceptivel de Rhipicephalus microplus

Para a realizacdo de testes pareados, foi utilizada a cepa Porto Alegre (POA), caracterizada
como suscetivel aos carrapaticidas. Esta populacdo foi coletada no Uruguai em 1992, e
atualmente ¢ mantida na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Foram
enviadas para a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) larvas desta cepa, que
foi mantida por meio de infestacdes controladas em um bovino. As teledginas e larvas POA
foram utilizadas como padréo de referéncia, nos testes com fipronil, ivermectina e fluazuron,
nos calculos dos fatores de resisténcia nas diferentes técnicas utilizadas no presente trabalho,
conforme estabelecido por Castro-Janer et al. (2009).

Acaricidas

Para os testes, foram utilizados os seguintes grupos quimicos: ivermectina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), fipronil e fluazuron (>98% HPLC, doados por Ouro Fino Saude
Animal®, Brasil), Amitraz 12,5g diluicdo 1:500 (Triatox — MSD Saude Animal®), Diclorvés
45g + Cipermetrina 5g diluicdo 1:400 (Alatox — FORT DODGE®), Clorpirifés 5g +
Cipermetrina 2g diluicdo 1:800 (Aspersin — BiogenesisBago®), Deltametrina 2,5g diluigao
1:1000 (Butox — MSD Saude Animal®), Cipermetrina 15g dilui¢do 1:1000 (Barrage — FORT
DODGE®), Cipermetrina 15g + Clorpirifés 25g + Citronela 1g diluicdo 1:800 (Colosso —
Ouro Fino Saude Animal®), Diclorvos 60g + Clorpirifos 20g diluicdo 1:400 (Ectofos -
Vallé®), Clorpirifés 159 dilui¢do 1:1000 (Flytick - Vallé®), Ethion 20g + Clorpirifos 10,69 +
Cipermetrina 6,2g diluicdo 1:400 (Potenty — MSD Saude Animal®), Cipermetrina 159 +
Clorpirifés 25g + Citronela 1g dilui¢do 1:800 (Couro Limpo — Noxon Divisdo Veterinaria®),
Clorpirifés 30g + Cipermetrina 15g + Fenthion 15g diluicdo 1:800 (Colosso FC30 — Ouro
Fino Satde Animal®) e Clorpirifds 50g + Cipermetrina 6g diluicdo 1:600 (Flytion — Clarion
Biociéncias LTDA®). Todos os acaricidas avaliados foram escolhidos por abranger as classes
quimicas existentes no mercado e suas associacoes.

Bioensaios

Para os carrapaticidas comerciais de utilizacdo por pulverizagdo, foi utilizado o Teste de
Imerséo de Adultas (TIA) como indicado por Drummond et al. (1973).

No teste in vitro com o fluazuron foi utilizado o Teste de Imersdo de Adultas (TIA) como
descrito por Reck et al. (2014). O Teste de Imersdo de larvas (TIL) modificado foi realizado
para os testes com a ivermectina (KLAFKE, 2012) e fipronil (CASTRO-JANER, 2009). Cada
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bioensaio foi realizado de forma pareada, sendo também realizado um ensaio com a cepa
Porto Alegre (POA).

Teste de Imersdo de Adultas

Foi utilizado o Teste de Imerséo de Adultas (T1A) como indicado por Drummond et al. (1973)
para os farmacos: Triatox®, Alatox®, Aspersin®, Butox®, Barrage®, Colosso®, Ectofos®,
Flytick®, Potenty®, Couro Limpo®, Colosso FC30® e Flytion®, que agem por contato. Foi
realizada a imersdo por 5 minutos de grupos contendo 10 teledginas nas formulagdes
comerciais diluidas conforme indicado por seus respectivos fabricantes, sendo observada a
ovipostura e ecloséo das larvas de cada grupo comparando-a com um grupo controle imerso
em agua.

A avaliacdo da eficacia do fluazuron foi realizada por meio do TIA, como indicado pelas
diretrizes da FAO (Organizacdo das NacBes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) para a
Gestdo da Resisténcia e Controle Integrado de Parasitas em Ruminantes (FAO, 2004), e
modificado por Reck et al. (2014). O teste foi realizado com a imersao de 10 teledginas por 1
minuto em concentracdes de 500ppm, 50ppm, 5ppm, 0,5ppm e 0,05ppm do principio ativo m
duplicata, posteriormente foi avaliada a ovipostura e ecloséo larval.

Teste de Imerséo de Larvas

Para a avaliagéo do fipronil, foi utilizada o TIL como indicado por Castro-Janer (2009), com
modificacbes: ao invés de depositar as 100 larvas diretamente nos microtubos, foram
utilizados aproximadamente 100 ovos (0,05g) em microtubos até a sua eclosao, objetivando-
se uma maior precisdo da quantidade de larvas utilizadas no bioensaio. Os testes foram
realizados nas concentracdes de 3, 2.5, 2, 1.7, 1.2, 1, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4 e 0.2 ppm para 0s
bioensaios com fipronil, em triplicata.

Para a avaliacdo da ivermectina, foi utilizado o TIL como indicado por Klafke et al. (2012),
com modificacbes semelhantes a descrita acima, as avaliacbes foram avaliadas em
concentragdes de 100, 70, 49, 34.3, 24, 16.8, 11.7, 8.2, 5.7, 4 e 2.8 ppm, em triplicata.

Andlise estatistica

Para a avaliacdo dos produtos quimicos no teste de imersdo de adultas, foram calculadas a
eficacia reprodutiva e a eficacia do produto, como indicado por Drummond et al. (1973). O
peso das teledgenas, peso dos ovos e o percentual de eclodibilidade dos ovos foram utilizados
para o célculo da eficiéncia reprodutiva de acordo com a seguinte formula:

Eficiéncia Reprodutiva (ER)

ER= peso dos ovos (g) x eclodibilidade (%) x 20.000 / peso das teledginas (g)
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O calculo de eficcia dos produtos levou em consideragdo a eficiéncia reprodutiva do grupo
controle e a eficiéncia reprodutiva dos grupos tratados:

Eficacia do Produto (EP)

EP=ER (grupo controle) — ER (grupo tratado) x 100 / ER (grupo controle)

Sao considerados produtos sensiveis 0s que possuem eficacia maior que 95% (Fernandes,
2001).

A avaliacdo do fluazuron foi por meio do indice de fecundidade (IFec) das teledginas de
acordo do seguinte calculo:

indice de Fertilidade (IFer)

IFer = peso dos ovos (g) / peso das teledginas (g)

indice de Fecundidade (IFec)

IFec = IFer x eclodibilidade (%) / 100

Os valores da IFec do grupo de teledginas do isolado de campo e do grupo da cepa sensivel
foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) considerando apenas um fator, o
tratamento, seguido do pos teste de Bonferroni.

Para o diagnostico da resisténcia por meio do Teste de Imersdo de Larvas foi calculado o
Fator de Resisténcia (FR), obtido primeiramente por meio do calculo da Concentracdo Letal
(CL50) do isolado de campo e seu intervalo de confianca de 95%, e posterior divisao da CL50
do isolado de campo com a cepa suscetivel (Cepa POA) como estabelecido por Robertson &
Preisler (1992), sendo considerada susceptibilidade quando a concentracdo letal nao
apresentou diferenca estatistica entre a cepa suscetivel, resisténcia incipiente quando a
concentracdo letal fosse estatisticamente diferente da cepa suscetivel sendo o fator de
resisténcia <2 e resistente, quando a concentracdo letal fosse estatisticamente diferente da
cepa suscetivel e com fator de resisténcia >2 (CASTRO-JANER, 2009).

No TIA com fluazuron, o indice de fertilidade ente as cepas foi comparado pela analise de
variancia de um fator (one-way ANOVA), seguido pelo teste de comparacdo mdaltipla de
Sidak, utilizando-se o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA).

RESULTADOS

Os resultados do Teste de Imersdo de Adultas (TIA) para os carrapaticidas comerciais de uso
por pulverizacdo estdo descritos na Tabela 1. Foi observada resisténcia a todos os produtos,
exceto as associagdes de Clorpirifés 30g + Cipermetrina 15g + Fenthion 15¢g (Colosso FC30 —

Ouro Fino Saude Animal®) e Clorpirifés 50g + Cipermetrina 6g (Flytion — Clarion
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Biociéncias LTDA®), que apresentaram respectivamente a eficicia de 100% e 96,3%, sendo
considerados produtos ainda eficazes, se utilizados na diluicdo recomendada pelo fabricante.

Tabela 1. Parametros de indice de postura, eclodibilidade e eficacia dos diferentes acaricidas
de contato em um isolado de Rhipicephalus microplus de um rebanho localizado no
municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Acaricida (diluicéo) Eclodibilidade Eficaciado

(%) Produto (%)
Diclorvés 45g + Cipermetrina 5g (1:400) 50,00 34,20
Clorpirifés 5g+ Cipermetrina 2g (1:800) 72,66 14,60
Deltametrina 2,59 (1:1000) 27,00 72,90
Cipermetrina 15g (1:1000) 43,00 60,30
Cipermetrina 15g + Clorpirifds 25g + Citronela
1g (1:800) 26,33 70,20
Clorpirifés 30g + Cipermetrina 15g+ Fenthion
159 (1:800) 0,00 100,00
Cipermetrina 15¢g + Clorpirifés 25g + Citronela
1g (1:800) 43,00 51,50
Diclorvos 60g + Clorpirifos 20g (1:400) 67,00 20,50
Clorpirifés 15g (1:1000) 86,00 0
Clorpirifés 50g + Cipermetrina 6g (1:600) 8,00 96,30
Ethion 20g + Clorpirifés 10,6g + Cipermetrina
6.29 (1:400) 50,00 46,20
Amitraz 12,5¢g (1:500) 86,00 3,20

Foi observada diferenca significativa da eficiéncia reprodutiva do isolado de campo quando
comparada com a cepa Porto Alegre (sensivel), quando expostas a fluazuron (Figura 1). A
eficiéncia reprodutiva das teledginas do isolado de campo ndo reduziu com o aumento das
concentragdes, sendo resistentes até mesmo na solugdo mais concentrada do farmaco.

Figura 1. indices de Fecundidade (IFec) do isolado de R. microplus Sdo Miguel e cepa Porto
Alegre (referéncia sensivel) obtidos por meio do Teste de Imersdo de Adultas (TIA) com
fluazuron grau técnico.



26

0.6+
- -+ S&o0 Miguel
* e -% Porto Alegre
0.4+
(8]
w
w
0.2
0.0 T T T T —
o] ') “ )
& o 4
fluazuron (ppm)
(*p<0.05 e *** p<0.001)

Quando a concentracdo letal de fipronil para 50% das larvas (CL50) do isolado de campo
(Sdo Miguel) foi comparada com a CL50 da cepa suscetivel (Porto Alegre), foi observada a
presenca da resisténcia (Tabela 2), ja que houve diferenca significativa de acordo com o
intervalo de confianga a 95% entre as concentragdes letais (CL50), e o fator de resisténcia de
3,18 (I1C95: 3.02 - 3.37). Os resultados obtidos por meio do TIL com as diferentes
concentracdes de ivermectina estdo presentes na Tabela 2. Ficou comprovada a ineficacia
desta molécula, com FR= 3.08 (1C95: 3.06 - 3.09).

Tabela 2. Comparacdo dos parametros obtidos por meio do Teste de Imerséo de Larvas (TIL)
com os acaricidas fipronil e ivermectina entre um isolado de Rhipicephalus microplus
suscetivel (POA) e um isolado de campo (Sdo Miguel) de um rebanho localizado no
municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Farmaco Isolado Inclin?i(%iorrdoa)l curva CLso (ppm) (ICss) FR
Fipronil POA 4.34 (3.18 - 5.49) 1.23 (1.15 - 1.31) -
S0 Miguel 4.34 (2.93 - 5.75) 3.92 (3.48 - 4.42) 3.18
Ivermectina POA 3.05 (2.29 - 3.81) 17.56 (16.01 - 19.26) -
Sio Miguel  7.85(2.81 - 12.88) 54.13 (49.10 - 59.68) 3.08

ECs0: concentracéo letal para 50% das larvas; I1Cgs: intervalo de confianca de 95%; FR= fator de resisténcia

DISCUSSAO

Neste estudo foi observado um isolado de campo de R. microplus resistente a todas as classes
de acaricidas, quando testados isoladamente e algumas associagOes, utilizadas no controle
quimico (piretroides, amitraz, organofosforados, lactonas macrociclicas, fipronil e fluazuron).
Essa informacdo € de fundamental importancia, pois demonstrou que apenas dois acaricidas

ainda podem ser utilizados na propriedade na tentativa de um controle dessa infestacdo. Até o
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momento ndo ha estudos que abordem todas as classes dos acaricidas e suas associacgdes,
permanecendo uma lacuna na estratégia do controle desses parasitos.

O histdrico do uso indiscriminado de todas as classes de acaricidas existentes em intervalos de
curto periodo pode ter sido um fator determinante para a falha no controle quimico dos
carrapatos desta propriedade (KUNZ e KEMP, 1994). Estes fatores favoreceram a ocorréncia
da resisténcia dos carrapatos que foram expostos aos diferentes farmacos diversas vezes, além
do uso de forma incorreta destes, como informado no histérico da propriedade.

Ha& outros relatos de isolados de carrapatos multirresistentes como em um estudo relatado por
Klafke et al. (2017) com diferentes populacbes de carrapatos diagnosticadas resistentes a
cinco classes de acaricidas, porém ndo foi avaliada a resisténcia ao fluazuron e combinacGes
de diferentes principios ativos. Foi documentado por Fernandez-Salas et al. (2012) um isolado
de carrapatos em uma fazenda no México resistentes a organofosforados, piretrides, amitraz
e lactonas macrociclicas por meio das técnicas de imersdo de larvas e de pacotes larvais. O
presente estudo apresentou em um Unico isolado resistente a todas as classes de acaricidas
disponiveis para o controle quimico dos carrapatos e associac@es, sendo também avaliado por
teste in vitro a molécula fluazuron, ndo avaliada nos demais relatos de multipla resisténcia.

No presente estudo foi confirmada a eficacia de dois produtos comerciais, quando preparados
e aplicados conforme indicado por bula. Ambos possuem em sua composi¢do quimica a
classe dos organofosforados, um contém uma associacdo destes (Clorpirifés 30g + Fenthion
15g) e o outro possui em maior quantidade um principio ativo pertencente a essa classe
(Clorpirifés 50g). Essa observacdo € de grande importancia, uma vez que indica que 0S
organofosforados ainda podem ser utilizados no presente isolado de campo, na tentativa de
um eficaz controle desses parasitos.

Em um estudo realizado por Neto e Toledo-Pinto (2006) foram observados carrapatos
resistentes aos farmacos Ectofos®, Aspersin®, Triatox®, Alatox® e Butox®, com eficiéncia
de 81,3%, 52,5%, 20,1%, 8,2% e 0%, respectivamente. A resisténcia aos acaricidas que atuam
por contato também foi encontrada por Higa et al. (2016) com isolados oriundos dos estados
de Séo Paulo, Ceara, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, assim também como Koller et al.
(2009) e Gomes et al. (2011) com populagdes de carrapatos em Mato Grosso do Sul,
demonstrando o aumento de relatos de isolados resistentes aos acaricidas que agem por
contato em Mato Grosso do Sul e no restante do Brasil.

Poucos estudos avaliam a resisténcia de R. microplus ao fipronil, ivermectina e fluazuron, até
entdo ndo ha relatos da avaliagdo da resisténcia aos todas as classes de acaricidas e suas

associacfes em uma unico isolado de carrapatos. O primeiro relato de resisténcia ao fipronil
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pelo carrapato-do-boi foi descrito por Castro-Janer et al. (2009), observando um fator de
resisténcia de 5.36 do isolado avaliado quando comparada com a cepa Mozo (sensivel), ja no
presente estudo foi relatado um fator de 3.18 quando comparada com a cepa Porto Alegre
(sensivel), em ambos os estudos foi realizada a técnica de imersdo de larvas. Neto e Toledo-
Pinto (2006) observaram uma eficacia de 100% do fipronil, porém o autor afirma que a
propriedade que originou o isolado avaliado, no municipio de Garga — SP, nunca utilizou o
principio ativo no rebanho. Shyma et al. (2015) relatou a presenca da resisténcia ao fipronil
pelo carrapato-do-boi encontrado nos rebanhos de bovinos e bufalos, na india, por meio da
técnica do Teste do Pacote de Larvas (TPL), com um fator de resisténcia de 3.78, préximo ao
encontrado na presente pesquisa.

A técnica in vitro mais apropriada para avaliar a eficacia da ivermectina em carrapatos é o
TIL, pois é um teste sensivel, podendo diagnosticar a resisténcia mesmo quando presente em
uma baixa frequéncia na populacdo (KLAFKE et al. 2012). A resisténcia de R. microplus a
ivermectina foi relatada pela primeira vez no Rio Grande do Sul por Martins e Furlong (2001)
por técnica in vivo, posteriormente por Klafke et al. (2006; 2012) por técnica in vitro. A
relatos de resisténcia a ivermectina na india descrito no estudo de Singh et al. (2015) e no
Mexico por Fernandez-Salas et al. (2012) utilizando o TIL. Nos animais da propriedade foi
utilizada ivermectina tanto no controle de ectoparasitas como de endoparasitas, 0 que pode
indicar uma resisténcia secundaria, ja que durante anos os carrapatos foram expostos ao
mesmo principio ativo diversas vezes. Este mesmo fendmeno foi reportado por Alegria-Lopez
et al. (2015) em seu estudo que determinou uma resisténcia simultdnea para nematodas
gastrintestinais e R. microplus em bovinos que utilizaram este principio.

A primeira avaliacdo de resisténcia ao fluazuron com uma técnica in vitro foi em 2014 por
Reck et al., o estudo foi realizado utilizando o Teste de Imerséo de Adultas com isolados de
carrapatos do Rio Grande do Sul, sendo observado e relatado pela primeira vez a resisténcia a
esta molécula, ja se mostrando ineficaz para o controle de carrapatos. Maciel et al. (2016)
relataram isolados de campo resistentes ao fluazuron, avaliadas por meio de técnicas in vivo,
foi constatado a presenca de um isolado de campo ja resistente ou com baixa suscetibilidade a
este principio ativo no estado de Minas Gerais, uma em Sdo Paulo e duas em Mato Grosso do
Sul.

Nesta pesquisa foi utilizada a mesma técnica, sendo diagnosticada a resisténcia a esse
carrapaticida. No historico da propriedade foi relatado o uso indiscriminado deste produto, o
que contribui para a hip6tese de que o uso incorreto dos acaricidas contribui com o aumento

da presséo de selecéo, resultando na ineficacia do controle.
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Os bovinos na propriedade avaliada s&o oriundos de propriedades no Rio Grande do Sul e ja
vinham infestados, nesse Estado ja foi relatada a resisténcia do carrapato-do-boi a oito classes
de acaricidas (RECK et al. 2014, MACHADO et al. 2014). Com os resultados do presente
estudo sugere-se que o transporte dos animais ja infestados é uma possivel causa da
ocorréncia da resisténcia multipla aqui relatada.

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato de um isolado de campo multirresistente a todas as classes de
acaricidas e algumas combinag6es organosforados e piretrdides.
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ABSTRACT

Few studies report the resistance of tick-to-acaricides to spray-on and injectables, this
lack of information results in a failure in the strategic control of this parasite. This study
aimed to evaluate the resistance profile in ten populations of Rhipicephalus microplus to
the fluazuron, fipronil and ivermectin acaricides in cattle herds in Mato Grosso do Sul,
Brazil. The resistance diagnosis was obtained through the adult immersion test (TIA)
for fluazuron and larval immersion test (TIL) for the evaluation of fipronil and
ivermectin. Samples were collected from ten farms in Mato Grosso do Sul. Four isolates
resistant to fipronil were found in eight isolates of the field; four strains were resistant to
incipient resistance, three resistant to ivermectin, four resistant and three incipient
resistance. Of these ten isolates evaluated, three were resistant to only one active
principle, one resistant to at least two active principles, three isolates were not
considered resistant. With the results obtained, it was possible to observe that a large
part of the populations of the tick-of-ox in Mato Grosso do Sul are resistant to the main
carrapaticides currently available for the chemical control of ticks.

Keywords: acaricides; ticks; chemical control; adult immersion test; immersion test of
larvae.

RESUMO

Poucos estudos relatam a resisténcia do carrapato-do-boi a acaricidas com modo de
aplicacdo pour on e injetaveis, essa falta de informacdo resulta em uma falha no
controle estratégico deste parasito. Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de
resisténcia em dez populagdes de Rhipicephalus microplus aos acaricidas fluazuron,

fipronil e ivermectina, em rebanhos bovinos em Mato Grosso do Sul, Brasil. O
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diagndstico da resisténcia foi obtido por meio do teste de imersdo de adultas (T1A) para
o fluazuron e teste de imerséo de larvas (TIL) para a avaliagdo do fipronil e ivermectina.
Foram recebidas amostras de dez propriedades em Mato Grosso do Sul, sendo
constatada a resisténcia em oito isolados de campo ao fluazuron e, em relacdo ao
fipronil e ivermectina, observou-se resisténcia em quatro isolados e houve resisténcia
incipiente nos outros seis isolados. Destes dez isolados avaliados, trés foram resistentes
a apenas um principio ativo, um foi resistente a pelo menos dois principios ativos, trés
isolados ndo foram considerados resistentes. Com os resultados obtidos foi possivel
observar que grande parte das populagdes do carrapato-do-boi em Mato Grosso do Sul
estdo resistentes aos mais recentes carrapaticidas disponiveis para o controle quimico
dos carrapatos.

Palavras-chave: acaricidas; carrapatos; controle quimico; teste de imersdo de adultos;

teste de imersao de larvas.

INTRODUCAO

O carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus, é um ectoparasito que tem como
hospedeiros 0s bovinos, responsavel por grandes prejuizos econémicos, como redu¢do
na producédo de leite, danos ao couro, redugdo do ganho de peso, imunossupressao que
aumenta a suscetibilidade a doencas, afetando a satde dos hospedeiros. O impacto na
producdo causado pelo R. microplus gera prejuizos de aproximadamente $ 3.236,35
milhdes de doélares no Brasil por ano (Grisi et al. 2014).

O principal método de controle de infestaces de carrapatos é por meio de produtos
quimicos, os carrapaticidas podem ser classificados em dois tipos, 0 que tem acdo por
contato, sendo as classes mais utilizadas no Brasil os organofosforados, formamidinas,
piretroides e fenilpirazoles (fipronil), ou os que tem acdo sistémica, as lactonas
macrociclicas e benzoilfeniluréias (fluazuron) (SINDAN, 2013).

A utilizagdo dos acaricidas em larga escala e de modo indiscriminado promove uma
selecdo de carrapatos geneticamente resistentes aos produtos quimicos (De Castro;
Newson, 1993). O desenvolvimento da resisténcia se inicia a partir de uma mutagédo da
populacdo de carrapatos de forma aleatoria, com 0s continuos tratamentos com
acaricidas a uma selec@o dos carrapatos por meio da morte dos suscetiveis (Suthert e
Commins, 1979).

O primeiro relato de um isolado resistente ao fluazuron foi em um estudo de Reck et al.

(2014) por meio do Teste de Imersdo de Adultas (TIA), padronizando a técnica in vitro,
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sendo possivel a sua reproducdo em laboratérios. Posteriormente foi detectado, com
bioensaios in vivo, a resisténcia de quatro isolados de campo resistentes ou com baixa
suscetibilidade ao fluazuron, nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo e Mato Grosso do
Sul (Maciel et al. 2016). A resisténcia ao fipronil foi relatada pela primeira vez por
Castro-Janer et al. (2010), sendo constatado que o Teste de Imersdo de Larvas (TIL) foi
eleito como a técnica com maior desempenho para o diagndstico da resisténcia dos
carrapatos ao fipronil. A resisténcia dos carrapatos a ivermectina foi relatada pela
primeira vez por Martins e Furlong (2001) no Rio Grande do Sul por meio de teste in
Vvivo, e por técnicas in vitro por Klafke et al. (2006; 2012).

O diagndstico da resisténcia dos carrapatos aos acaricidas € necessario para um efetivo
controle quimico das infestagdes dos bovinos. Até 0 momento poucos estudos relatam
isolados de campo resistentes aos acaricidas que atuam de forma sistémica, que resulta
em uma falta do conhecimento atual sobre a resisténcia a esses farmacos. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o perfil da resisténcia das populacGes de carrapatos de
bovinos em Mato Grosso do Sul, Brasil aos acaricidas fluazuron, fipronil e ivermectina

por meio de testes in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Rhipicephalus microplus Isolados de campo

Foram recebidas no Laboratério de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(LADPAR/FAMEZ/UFMS) 10 amostras de populagdes de carrapatos de bovinos de
municipios em Mato Grosso do Sul, Brasil como descrito no Quadro 1.
Aproximadamente 150 teledginas eram coletadas de mais de dez bovinos aleat6rios em
cada propriedade para a realizacdo dos testes in vitro. Na recepcdo das amostras, as
teledginas foram lavadas em agua corrente e secas com toalhas de papel. Eram coladas
em placas de petri 30 adultas para a oviposicdo, aproximadamente 100 ovos (0,05g)

foram depositados em microtubos para apés a ecloséo ser realizado os testes com larvas.
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Quadro 1. Informacdes das propriedades onde os estudos foram realizados.

. Principios ativos ja
Isolado Fazenda Cidade-Estado ufilizados .
Ivermectina
MIG S&o Miguel Campo Grande — MS Fipronil
Fluazuron
REN Santa Renata Terenos — MS Ivermectina
CIC Séo Cicero Terenos — MS I\lé?rmectma
uazuron
JOS Séo José Trés Lagoas — MS *
Ivermectina
PED S&o Pedro Campo Grande — MS Fipronil
Fluazuron
CLA Santa Clara Nova Andradina — MS lvermectina
Fluazuron
ESP Boa Esperanca Rochedinho — MS Ivermectina
. . Ivermectina
HOR Belo Horizonte Corguinho — MS Fipronil
Ivermectina
JUL S&o Julido Campo Grande — MS Fipronil
Fluazuron
Ivermectina
BOA Agua Boa Camapud — MS Fipronil
Fluazuron
* dados ndo obtidos

Cepa susceptivel de Rhipicephalus microplus

Para a realizacdo de trestes pareados, foi utilizada como referéncia sensivel nos testes in
vitro a cepa Porto Alegre (POA), este isolado foi mantido na Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) por meio de infestacGes controladas semanais em um
bovino em baia individual. O animal era alimentado e realizada limpeza da baia uma
vez por dia, sendo coletadas as teledginas que se desprendiam do animal duas vezes por
dia. Os materiais utilizados com o animal para manutencéo da cepa e da limpeza da baia
eram de uso exclusivo para este fim, para ndo haver a contaminacédo da cepa sensivel.
Acaricidas

Foram avaliados os principios ativos em grau técnico: fluazuron, fipronil (>98% HPLC,
doados por Ouro Fino Saide Animal®, Brasil) e ivermectina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).

Bioensaios

O fluazuron foi avaliado por meio do Teste de Imersdo de Adultas (T1A) como indicado
pela FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) para a
Gestao da Resisténcia e Controle Integrado de Parasitas em Ruminantes (FAO, 2004) e

padronizada por Reck et al. (2014). O teste foi realizado com a randomizagdo de 120
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teledginas, separadas em grupos de 10, para serem imersas em concentra¢es de 500,
50, 5, 0,5 e 0,05 ppm de fluazuron durante 1 minuto, posteriormente era realizada a
avaliacdo da ovipostura e da ecloséo das larvas. Todos os testes foram realizados em
duplicata.

O Teste de Imerséo de larvas (TIL) foi realizado para os testes com a ivermectina
(KLAFKE, 2012) e fipronil (CASTRO-JANER, 2009). Em ambos os testes houve a
modificacdo de pesar 0,059 de ovos das adultas e no momento do teste utilizar os
microtubos com aproximadamente 100 larvas ja eclodidas. As concentracdes utilizadas
na avaliagdo do fipronil foram: 3, 2.5, 2, 1.7, 1.2, 1, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4 e 0.2 ppm, ja para
a ivermectina as avaliacdes foram avaliadas em concentracGes de 100, 70, 49, 34.3, 24,
16.8,11.7,8.2,5.7, 4 e 2.8 ppm, os testes com larvas foram realizados em triplicata.

Em todas as técnicas foram utilizados o diluente como controle negativo. Foram
utilizados adultas e larvas da cepa POA em todos os testes de forma pareada, como
referéncia suscetivel.

Os carrapatos utilizados no presente estudo foram coletados de bovinos que estavam a
um periodo de pelo menos 60 dias sem a administracdo de nenhum carrapaticida a estes
animais.

Andlise estatistica

Foram consideradas resistentes ao fluazuron, as populacdes de campo que apresentaram
indice de fecundidade (IFec) das teledginas significativamente superior ao da cepa
sensivel, em que:

indice de Fertilidade (IFer) = peso dos ovos (g) / peso das teledginas (g)

indice de Fecundidade (IFec) = IFer x eclodibilidade (%) / 100

Foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) considerando apenas um fator, o
tratamento, os valores da IFec do grupo de teledginas de cada isolado de campo com o
grupo da cepa sensivel, seguido do pos teste de Bonferroni.

Para ivermectina e fipronil, foi calculada a Concentracdo Letal para 50% das larvas
(CL50) e seu intervalo de confianca de 95% (IC95) para realizar o calculo do Fator de
Resisténcia (FR) (ROBERTSON; PREISLER, 1992). Foi considerada susceptibilidade
do isolado quando a concentracao letal ndo apresentava diferenca estatistica entre a cepa
suscetivel, resisténcia incipiente quando a concentracdo letal fosse estatisticamente
diferente da cepa suscetivel e o fator de resisténcia <2 e resistente, quando a
concentracdo letal se apresentasse estatisticamente diferente da cepa suscetivel e com
fator de resisténcia >2 (CASTRO-JANER, 2009).
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No TIA com fluazuron, o indice de fertilidade ente as cepas foi comparado pela anélise
de variancia de um fator (one-way ANOVA), seguido pelo teste de comparagéo
maultipla de Sidak, utilizando-se o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Por meio do TIA com o Fluazuron, foi constatada a resisténcia a este farmaco em quatro
propriedades em Mato Grosso do Sul como observado na Figura 1.

Figura 1. Teste de Imersdo de Adultas (TIA) com fluazuron grau técnico com 0s
indices de Fecundidade (IFec) dos isolados de campo e cepa Porto Alegre. Analise de
variancia (ANOVA) seguido do pos teste de Bonferroni (*p<0.05, ** p<0.01 e ***
p<0.001), na comparacdo dos isolados de campo (MIG, REN, CIC, JOS, PED, CLA,
ESP, HOR, JUL e BOA) com a cepa sensivel (POA).
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Com o célculo da FR foi possivel detectar a presenca da resisténcia ao Fipronil nos
testes realizados com larvas (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do Teste de Imerséo de Larvas (TIL) com o fipronil grau técnico
dos isolados de campo de R. microplus comparados com a cepa suscetivel (POA).

Cepa/lsolado Rz  Clso(ppm) (ICss)  FR Diagnostico

POA 0.92 1.23 (1.15 - 1.31) -

MIG 0.80 3.92 (3.48 — 4.42) 3.18 Resistente

POA 0.97 0.92 (0.77 — 1.09) -

REN 0.92 1.26 (1.11 - 1.43) 1.36 Resistencia
Incipiente

POA 0.93 1.26 (1.18 - 1.33) -

CIC 0.96 2.82(2.76 —2.89) 2.23 Resistente

POA 0.92 1.23 (1.15 - 1.31) -

108 0.96 216(2.10-2.22) 175 Resistencia
Incipiente

POA 0.96 1.19 (1.14 — 1.25) -

PED 0.97 1.50 (1.44 — 1.56) 1.26 Resistencia
Incipiente

POA 0.96 1.19 (1.14 — 1.24) -

CLA 0.99 135(1.33-138) 113 Resistencia
Incipiente

POA 0.92 1.23 (1.15 - 1.31) -

ESP 0.80 3.92 (3.48 —4.42) 3.18 Resistente

POA 0.97 1.18 (1.14 - 1.22) -

HOR 0.98 1.30 (1.27 - 1.33) 1.10 Resistencia
Incipiente

POA 0.92 1.20 (1.12 - 1.31) -

JUL 0.90 5.15 (4.23 — 6.28) 4.29 Resistente

POA 0.91 0.72 (0.55 — 1.15) -

BOA 0.92 123(1.16-131) 170 Resistencia
Incipiente

R2: coeficiente de determinacdo; CLsy. concentragdo letal para 50% das larvas; 1Cgs=
intervalo de confianga de 95%; FR= fator de resisténcia

Na Tabela 2, estdo apresentadas as CL50, IC95% e FR obtidos pelo TIL com a
ivermectina. Por meio dos resultados obtidos foi possivel diagnosticar que quatro
populagcdes de carrapatos avaliados s&o resistentes e seis populagbes estdo com
resisténcia incipiente.
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Tabela 2. Comparacdo da concentracao letal da ivermectina dos isolados de campo e
cepa sensivel de Rhipicephalus microplus por meio do Teste de Imersdo de Larvas

(TIL) em diferentes concentragcfes do principio ativo.

Cepa / Rz Clso(ppm) (ICss)  FR Diagnéstico
Isolado
POA 095  17.56 (16.01—19.26) -
MIG 0.84  54.13(49.10-59.68)  3.08 Resistente
POA 094  13.54(10.19-16.81) -
REN 096  17.01(15.01-19.27) 1.25 Resisténcia
Incipiente
POA 095  1855(16.84-20.44) -
cic 097  57.68(54.91-60.59) 3.10 Resistente
POA 078 1530 (12.16-19.26) -
Resisténcia
Jos 095  17.56 (16.09-19.17) 1.14 Incipiente
POA 095  17.93(16.07-19.20) -
PED 096  33.47(31.07-36.06) 1.86 Resisténcia
Incipiente
POA 097  14.06(13.01-15.19) -
CLA 095  17.56(16.09—19.17) 124 Ffes'.St.e”C'a
ncipiente
POA 096  17.58 (16.06 —19.30) -
ESP 0.82 54.13 (49.36 - 59.37)  3.07 Resistente
POA 095 1750 (16.01-19.17) -
HOR 098  20.32(19.49-21.18) 1.16 Resisténcia
Incipiente
POA 096  17.86(16.56—19.76) -
JUL 0.95 37.40(35.28-39.82) 2.09 Resistente
POA 0.74  13.94(10.74-18.08) -
BOA 095  1855(17.09-20.17) 133 F:es'.St.e“C'a
ncipiente

R2: coeficiente de determinacdo; CLsg,. concentracdo letal para 50% das larvas; 1Cgs=

intervalo de confianga de 95%; FR= fator de resisténcia

Trés isolados (REN, BOA e JOS) foram resistentes a pelo menos um principio ativo dos
trés farmacos avaliados, um (CIC) isolado foi diagnosticado como resistente a pelo
menos dois acaricidas e trés isolados (MIG, ESP e JUL) resistentes a ivermectina, ao
fipronil e ao fluazuron. Trés isolados (PED, CLA e HOR) ndo foram considerados
resistentes, por ser diagnosticados com resisténcia incipiente ou apresentando
sensibilidade quando expostos aos acaricidas avaliados, como consta na Tabela 3.
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Tabela 3. Numero de isolados de campo de R. microplus resistentes a um principio
ativo, dois principios ativos ou a trés principios.

Um principio ativo
Dois principios ativos
Trés principios ativos
Nenhum dos principios ativos

w W Pk W

DISCUSSAO

Dos dez isolados avaliados, foi diagnosticada a presenca de oito isolados de campo
resistentes ao fluazuron. Por meio do histérico das propriedades, foi observado que trés
propriedades (MIG, CIC e ESP), que foram diagnosticadas como resistentes a pelo
menos um principio ativo, adquiriam os bovinos, ja infestados, da regido Sul do pais,
local que contém muitos relatos de carrapatos resistentes (Martins e Furlong, 2001;
Reck et al. 2014; Machado et al. 2014; Castro-Janer et al. 2010). Um isolado (HOR),
que se demonstrou suscetivel ao fluazuron diante o teste realizado, nunca utilizou esse
principio ativo nos bovinos e ndo adquire animais de fora da propriedade. Um isolado
(JUL) que utiliza ha muitos anos o fluazuron no controle dos parasitos e ndo adquirem
animais de outros locais, foi resistente a esse principio ativo, o que leva a concluir que
provavelmente o uso frequente desse produto quimico durante esses anos, gerou a
selecdo dos resistentes pela morte dos suscetiveis. Pelo fato da técnica in vitro ser
realizada de forma pareada com a cepa suscetivel e a necessidade de uma amostra de
carrapatos grande por propriedade, poucos estudos avaliam a eficacia do fluazuron,
sendo relatada um isolado resistente por Reck et al. (2014) por técnica in vitro e quatro
isolados no estudo de Maciel et al. (2016) por técnica in vivo com isolados proveniente
de Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul. O presente estudo colabora com
mais relatos de isolados resistentes ao fluazuron, demonstrando o atual cenério da
resisténcia dos carrapatos a este farmaco em Mato Grosso do Sul.

Nenhum dos isolados de carrapatos avaliados foram susceptiveis ao fipronil, sendo
quatro isolados ja resistentes e seis possuem resisténcia incipiente. Duas propriedades
(MIG e JUL) gue demonstram carrapatos resistentes ao fipronil possuem o historico de
utilizar semanalmente esse principio ativo na tentativa de um efetivo controle, porém
sem sucesso. Souza et al. (2014) concluiu por meio de bioensaios in vivo, a diminuicéo
da eficacia do fipronil de 100% para 79.3% ao longo de seis tratamentos, demonstrando

que a resisténcia ao fipronil se instala rapidamente na populagdo dos carrapatos. Trés
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isolados (PED, HOR e BOA) demonstraram resisténcia incipiente ao fipronil e utilizam
atualmente esse farmaco, sugere-se a interrup¢do do tratamento, pois a resisténcia esta
se desenvolvendo nessas populacdes e 0 uso continuo desse acaricida ira acelerar esse
processo por meio da selecdo dos resistentes.

Em todas as fazendas avaliadas, a ivermectina € utilizada também para o controle da
verminose, das quais quatro isolados (MIG, CIC, ESP, JUL) séo resistentes a
ivermectina, trés (PED, CLA, HOR) demonstram resisténcia incipiente e trés (REN,
JOS e BOA) sdo sensiveis a esse principio ativo. As propriedades (REN, JOS e BOA)
com isolados sensiveis a ivermectina tem em comum no histérico do manejo de seu
rebanho a utilizacdo da ivermectina a cada 20 dias, utilizam esse principio ativo para
controle de verminose e ndo pesam 0s animais para a aplicacdo desse farmaco, sendo
aplicado de modo subjetivo.

Foram detectadas em duas propriedades a existéncia de carrapatos resistentes ao fipronil
(CIC e ESP) e ao fluazuron (ESP), sendo que esses farmacos ndo foram utilizados até
entdo pelos proprietarios no controle dos carrapatos, ambas possuem em seu historico a
compra de animais do sul do pais, 0 que sugere uma possivel resisténcia adquirida e
distribuida pelo comércio dos bovinos infestados.

Seis isolados demonstraram-se com resisténcia incipiente a pelo menos um principio
ativo, essa informacdo é importante, pois duas propriedades (BOA e PED) utilizam o
farmaco com a resisténcia em desenvolvimento, o que pode gerar futuramente uma
ineficacia desse produto como afirma Castro-Janer (2010). Duas propriedades (REN,
HOR e CLA) nunca utilizaram o fipronil nos bovinos de sua propriedade e foi contatada
a resisténcia incipiente, é preferivel que ndo se utilize esse principio ativo nos bovinos,
para preservar essa molécula.

Os ensaios in vitro sdo técnicas simples e de baixo custo como afirma Scott (1995),
porém ao longo do desenvolvimento do presente trabalho algumas limitagdes dificultam
a reproducdo dessas técnicas, como a necessidade de realizar cada bioensaio com o
isolado de campo de forma pareada com uma cepa suscetivel, sendo necessario a
manutencdo de bovinos infestados em baias individuas com normas de biosseguranca
para impedir a contaminacdo do isolado, levando a um gasto pela manutencdo dos
animais. Outro empecilho, é a utilizacdo do principio ativo grau técnico, que tem alto
custo quando comparado com o produto comercial. Por fim, sugere-se a realizagdo de
estudos que possam padronizar doses discriminantes para a deteccdo da resisténcia a

ivermectina, fipronil e fluazuron.
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CONCLUSAO

Foi constatada por meio de técnicas in vitro a resisténcia de R. microplus a ivermectina,
fipronil e fluazuron em isolados de campo em Mato Grosso do Sul.
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