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RESUMO

Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus foram colhidas em cies provenientes de diferentes
regides de Goidnia e incubadas para a produgdo de larvas. Usando-se um teste de imersdo, larvas de 7
a 21 dias de idade foram testadas ante os seguintes acaricidas e concentragdes (em ppm): amitraz (250,
125, 62,5 e 31,2), coumafos (500, 250, 125 e 62,5), cipermetrina (150, 75, 37,5 e 18,7), deltametrina
(25, 12,5, 6,2 e 3,1) e fipronil (312, 156, 78, 39 e 19,5). Célculos das DL50 ¢ DL99 foram feitos
por meio do programa de andlise do probito. Cepas com DL99 acima daquelas recomendadas pelo
fabricante ou pela literatura foram consideradas como resistentes. Nenhuma das 15 amostras testadas
ante o amitraz teve a DL99 superior a concentragao recomendada. Ante a deltametrina, a cipermetrina
e o coumafos, nove (75%), sete (78%) e sete (78%) amostras, respectivamente, tiveram DL99
superior a recomendada. As DL50 variaram de 4 a 16 ppm, 0,3 a 3,2 ppm, 1 a 20 ppme 17 a 75 ppm
em relagdo a amitraz, deltametrina, cipermetrina e coumafos, respectivamente. Houve mortalidade de
100% das larvas testadas em todas as concentragdes do fipronil. Estes resultados demonstram que a
maioria das cepas de R. sanguineus de Goiania apresentaram resisténcia a cipermetrina, a deltametrina
e ao coumafos. Nao se verificou resisténcia ao amitraz na populagdo de R. sanguineus estudada.

DESCRITORES: Carrapato vermelho do cdo. Teste de imersdo. Resisténcia.
Larvas.

INTRODUCAO

A resisténcia aos acaricidas ¢ atualmente um dos principais problemas
mundiais que afetam o controle de carrapatos. Naquelas espécies de importancia
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econdmica, entre as quais se destaca o Boophilus microplus, a resisténcia
tem sido amplamente reconhecida em todos os paises onde ele ocorre. Neste
carrapato, o surgimento de novas bases quimicas ¢ rapidamente acompanhado
pelo desenvolvimento de resisténcia (FAO, 2003). A determinagdo da resisténcia
acaricida em carrapatos ¢ baseada na comparagdo da dose letal 50 (DL50) de uma
cepa suspeita com aquela de uma cepa sensivel ou por meio da dose discriminante,
que é o dobro da DL99,9 de uma cepa sensivel. Em ambos os casos, conforme
jé foi mencionado, ¢ necessario o uso de uma cepa sensivel, sem contato com
carrapaticidas por um longo periodo. Baseado no fato de que a resisténcia, como
outras caracteristicas populacionais, ¢ distribuida normalmente, Solomon et al.
(1979) recomendaram o uso da distribuigdo da freqiiéncia para determinagdo da
resisténcia. Este método tem como inconveniente a necessidade de um grande
numero de amostras, mas neste caso a resisténcia ¢ baseada na comparagdo da DL99
com a concentragdo recomendada para tratamento a campo.

O carrapato Rhipicephalus sanguineus tem assumido, cada vez mais, um
papel relevante entre as espécies de carrapato de importancia mundial. Nos caes, além
dos danos diretos, ele é responsavel pela transmissdo de Ehrlichia canis, Babesia
canis, Haemobartonella canis ¢ Hepatozoon canis (Woldehiwet & Ristic, 1993). Nos
humanos, é vetor de Rickettsia conorii na Europa (Merle et al., 1998) ¢ de Rickettsia
rickettsii no Arizona-EUA (Demma et al., 2005). No Brasil, ¢ também considerado
como um transmissor potencial deste ultimo agente (Rozental et al., 2002). Esta
confirmagdo assume especial importancia, uma vez que ha relatos no Brasil de
parasitismo humano por este carrapato (Dantas-Torres et al., 2006, Louly et al., 2006).

Para um efetivo controle do R. sanguineus, é necessario o uso de acaricidas
aos quais o carrapato seja sensivel. No Brasil, ndo ha estudos sobre a resisténcia deste
carrapato com base em comparagdes com uma cepa sensivel e mesmo mundialmente
ha poucos relatos. Miller et al. (2001) testaram uma cepa de R. sanguineus do
Panama e detectaram resisténcia a todos os produtos testados, com excegdo do
fipronil. Estrada-Pena (2005) avaliaram a resisténcia ao propoxur, a deltametrina e
ao amitraz em 15 populac¢des da Espanha. Foi observada resisténcia ao propoxur e a
deltametrina e sensibilidade de todas as amostras em rela¢do ao amitraz.

Considerando que a deteccdo da resisténcia pode determinar o sucesso do
controle quimico dos carrapatos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de alguns
carrapaticidas sobre amostras de larvas de R. sanguineus provenientes de Goiania-GO.
Em virtude do desconhecimento da existéncia de uma cepa brasileira, sensivel e padrdo,
de R. sanguineus, foi utilizada para determinag?o da resisténcia a comparagio da DL99
com as concentragdes recomendadas para o controle deste carrapato.

MATERIAL E METODOS

Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus foram colhidas em cées
provenientes de diferentes regides de Goiania, os quais haviam sido levados para
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consultas em clinicas veterinarias ou para banhos em pet shops. A procedéncia das
amostras foi registrada para garantir que no seriam avaliadas mais de uma vez. No
laboratorio, as fémeas foram incubadas por 15 dias para a postura de ovos em uma
estufa climatizada (T = 27°C e UR > 80%). Em seguida, os ovos foram colhidos e
incubados em seringas plasticas até a eclosdo. Larvas de 7 a 21 dias de idade foram
usadas nos testes.

Foram testados alguns acaricidas comumente usados para o controle de R.
sanguineus, tais como: Amitraz 12,5% (Amitracid ® — Intervet Brasil), Deltametrina
2,5% (Butox P CE 25 ® — Intervet Brasil), Cipermetrina 15% (Barrage ®—Fort Dodge),
Coumafds 50% (Asuntol ® 50 Po) e Fipronil 99% (Merial ®). Naqueles produtos com
indicagdo de bula para o controle de R. sanguineus, foram utilizadas as concentragdes
recomendadas pelo fabricante e mais trés diluigdes seriadas ao dobro (em ppm): amitraz
(250, 125, 62,5 e 31,2) e coumafos (500, 250, 125 e 62,5). Para os piretrdides foram
utilizadas as concentragdes determinadas por Jani et al. (1991) e Khan & Srivastava
(1992) como eficazes para o R. sanguineus e novamente em mais trés dilui¢des seriadas
ao dobro (em ppm): deltametrina (25, 12,5, 6,2 ¢ 3,1) e cipermetrina (150, 75, 37,5 ¢
18,7). Para o fipronil foram estabelecidas as concentragdes de 312, 156, 78 ¢ 39 ppm.
Como este produto ¢ indicado para uso pour on ou spray, ndo ha uma concentracdo
recomendada para uso em imersdo. A partir da quinta amostra foi acrescentada mais
uma dilui¢do (19,5 ppm) do fipronil.

Os testes foram feitos em duplicata, utilizando-se a técnica de imersdo das
larvas (Shaw, 1966). Todas as dilui¢des foram feitas em agua destilada, com excecdo
do fipronil que foi diluido em 40% de acetona e 60% de agua destilada. Os lotes de
controle foram imersos em agua destilada e, no caso do fipronil, em uma solucéo de
agua e acetona na mesma proporgdo usada nos testes. Aproximadamente 100 larvas
foram testadas em cada dilui¢do. A leitura foi realizada 24 horas apds o tratamento,
contando-se as larvas vivas ¢ mortas. Foram consideradas mortas as larvas que ndo
podiam andar.

No total, foram testadas 19 amostras: coumafds (9), amitraz (15),
cipermetrina (9), deltametrina (12) ¢ fipronil (18). Cabe destacar que, em razdo do
numero insuficiente de carrapatos, uma mesma amostra nem sempre foi testada com
todos os produtos, a0 mesmo tempo.

Calculos das DL50 e DL99 foram feitos por meio do programa de analise
do probito. Cepas com DL99 acima daquela recomendada pelo fabricante ou pela
literatura foram consideradas como resistentes.

RESULTADOS

Em todas as amostras testadas em relacdo ao amitraz a DL99 foi menor
do que a concentracdo recomendada e as DL50 variaram de 4 a 16 ppm (Tabela 1).
Ante a deltametrina, as DL50 variaram de 0,3 a 3,2 ppm e nove (75%) apresentaram
a DL99 superior aquela recomendada (Tabela 2). Ante a cipermetrina, sete (78%)
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das amostras tiveram a DL99 superior aquela recomendada e as DL50 variaram
de 1 a 20 ppm (Tabela 3). Apenas duas (22,2%) amostras testadas em relacéo ao
coumafos tiveram DL99 menor do que a recomendada e as DL50 variaram de 17
a 75 ppm (Tabela 4). Houve mortalidade de 100% das larvas testadas em todas as
concentragdes do fipronil.

Todas as 15 amostras testadas mostraram-se sensiveis ao amitraz.
Sete amostras foram testadas simultaneamente em relagdo a cipermetrina e a
deltametrina, seis das quais revelaram-se resistentes aos dois piretroides e uma
sensivel a ambos os produtos. Oito amostras foram testadas simultaneamente em
relagdo ao coumafds e a um dos piretroides. Observou-se que quatro (5, 6, 9 ¢
14) foram caracterizadas como resistentes ¢ uma (7) como sensivel a um destes
produtos. As amostras 2 e 15 mostraram-se sensiveis a um dos piretroides, mas
resistentes ao coumafds. A amostra 4 foi resistente a ambos os piretroides e sensivel
ao coumafos (tabelas 1, 2, 3 € 4).

A prevaléncia de resisténcia foi similar nos trés produtos nos quais ela
ocorreu, mas, aparentemente, o coumafds teve a menor eficacia ante as larvas de
R. sanguineus. Foram observadas as menores médias de mortalidade em todas as
concentracdes testadas e a DL99 média foi 25 vezes maior do que a concentra¢do
recomendada, ao passo que para a deltametrina e a cipermetrina foi 3,5 ¢ 5,5 vezes
maior, respectivamente (tabelas 2, 3 ¢ 4).

DISCUSSAO

Este estudo descreve amortalidade de larvas de R. sanguineus em diferentes
concentragdes de produtos acaricidas comumente utilizados no seu controle.
A auséncia de mortalidade de 100% das larvas nas doses recomendadas pelos
fabricantes ou pela literatura parece indicar a presenca de resisténcia aos produtos
deltametrina, cipermetrina ¢ coumafos. O teste de Shaw (1966) aqui utilizado ¢é
um teste de imersdo similar ao usado para fémeas ingurgitadas que, por sua vez, ¢
uma “simula¢do” do tratamento feito nos animais. Se considerarmos que as larvas
sdo mais sensiveis do que os adultos (Solomon et al., 1979), é razoavel inferir que
a concentragdo recomendada para o tratamento teria de ser 100% efetiva contra as
larvas. Portanto, é aceitavel afirmar que a metodologia adotada no presente trabalho
para definigdo das cepas resistentes provavelmente teve elevada especificidade, mas
provavelmente baixa sensibilidade. E possivel que a resisténcia do R. sanguineus
ante coumafds e piretroides seja mais elevada do que a observada e até mesmo
que ja existam cepas resistentes ao amitraz no municipio de Goiania. Certamente,
a comparagdo com uma cepa sensivel teria resolvido este problema, mas o que se
sabe € que, no Brasil, ndo ha uma cepa de R. sanguineus comprovadamente sensivel,
isto é, sem contato com acaricidas por um longo periodo. A utilizagdo de uma cepa
sensivel de R. sanguineus obtida em outro pais ndo era recomendada, uma vez que,
de acordo com Szabo et al. (2005), cepas de R. sanguineus de diferentes origens
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(Brasil e Argentina, por exemplo) apresentam diferencas bioldgicas e genéticas.
Tais diferengas poderiam refletir na susceptibilidade aos acaricidas, tornando pouco
confiavel o uso de amostras de R. sanguineus de outras procedéncias.

Os resultados aqui obtidos ndo eram inesperados, pois a elevada incidéncia
deste carrapato requer a intensificagdo das medidas de controle que sdo feitas
primordialmente com o uso de acaricidas, cujo uso freqiiente constitui um dos
principais fatores para o aparecimento de resisténcia (Jonsson et al., 2000). A
resisténcia aos organofosforados, piretrdides e a ndo-resisténcia ao amitraz aqui
observadas sdo estritamente similares aos resultados obtidos por Estrada-Pena
(2005) e parcialmente similares aos observados por Miller et al. (2001), pois estes
ultimos autores verificaram resisténcia ao amitraz. Resultados da comparagdo da
eficacia de flumetrina e de amitraz no controle de R. sanguineus em uma cepa de
Goiania (Louly et al., 2004) demonstraram mais elevada eficacia do amitraz no
controle deste carrapato, endossando os resultados aqui encontrados.

Os organofosforados sdo os mais antigos acaricidas para controle de
carrapatos ainda em uso. Com a crise gerada pelo surgimento de cepas resistentes
a estes produtos (Wharton & Roulston, 1970 e Arteche, 1972), entraram em uso,
primeiramente, as amidinas e, em seguida, os piretroides. Desta forma, o maior
tempo de selegio a que R. sanguineus foi submetido com o uso de organofosforados
pode explicar a menor eficacia obtida no presente trabalho para o coumafds do que
para os piretroides. Supostamente, o R. sanguineus foi submetido a mesma pressao
de selegdo ante os piretroides e o amitraz, pois foram introduzidos no controle de
carrapatos em épocas proximas. A mesma pressdo de selecdo resultaria em taxas
similares de resisténcia. Porém, os dados aqui obtidos mostram elevada resisténcia
aos piretroides (acima de 70%) e nenhuma ao amitraz. Estes achados podem decorrer
do comprometimento biologico para adaptagdo que a resisténcia ocasiona (cost of
fitness) e que Li et al. (2004) consideram que possa ter contribuido para os niveis
diminuidos de resisténcia ao amitraz na cepa San Alfonso e em certas geragdes da
cepa Santa Luiza de B. microplus. Deve-se considerar também que, segundo Estrada-
Pena (2005), a elevada mortalidade de R. sanguineus logo apds a utilizagdo de
amitraz ndo permitiria a selegdo de carrapatos resistentes, ¢ esta ¢ uma das causas da
ndo-ocorréncia de resisténcia a este produto em cepas espanholas de R. sanguineus.

Como houve similaridade entre as cepas resistentes ou sensiveis a ambos
os piretroides, mas ndo entre os piretroides e o organofosforado, sugere-se que
haja ocorrido resisténcia cruzada entre a deltametrina e a cipermetrina. Os canais
de sodio sdo o alvo de agdo dos piretroides, ao passo que os organofosforados
atuam inibindo a acetilcolinesterase. Alteragdes nos canais de sodio em virtude de
mutagdes genéticas causam reducgo de sensibilidade do sistema nervoso central aos
principios ativos, sendo esta a causa provavel dessa resisténcia cruzada. Este tipo
de resisténcia ¢ conhecido como kdr (Knockdown resistance) e ¢ admitido como a
forma mais comum de resisténcia a esta classe de acaricidas, tendo sido reportado
em uma cepa panamenha de R. sanguineus (Miller et al. 2001).
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Nao foram encontrados, na literatura consultada, outros estudos sobre a
eficacia do fipronil sobre larvas de ixodideos nos quais tenham sido usados testes
de imersao. Como este produto ¢ formulado para uso como spray ou pour on, ndo
¢ possivel fazer a comparacao da DL99 com aquela recomendada a campo. Nao ha
relatos sobre a resisténcia do B. microplus a este produto (FAO, 2003) e da mesma
forma, espera-se que ndo ocorra para o R. sanguineus, uma vez que, gracas a sua
importancia econdmica, o B. microplus sofre uma maior pressdo de sele¢@o. Entre
os varios produtos testados sobre o R. sanguineus — amitraz, coumafos, permetrina
e fipronil —, este Gltimo foi o Gnico ao qual uma cepa do Panama ndo havia
desenvolvido resisténcia (Miller et al., 2001). Novos estudos sobre a sensibilidade
do R. sanguineus ao fipronil, nos quais sejam usados testes de imersdo de larvas,
deverao ser feitos com concentragdes abaixo de 19 ppm para célculo das doses letais
e mesmo da dose diagndstica para esta espécie de carrapato.

O comprometimento conferido pela resisténcia ao controle das pragas
deve sempre ser considerado pelos profissionais responsaveis pela saide animal. De
acordo com Hoy (1998), para se postergar o aparecimento da resisténcia, pois esta ¢
uma resposta evoluciondria ao estresse, € preciso incluir um programa integrado de
manejo de pragas. Assim, para o R. sanguineus, recomenda-se a inspegao periddica
e a catacdo de carrapatos no animal e no meio ambiente como medida alternativa
para o controle deste carrapato. E importante considerar que o R. sanguineus é um
carrapato nidicola e que raramente vai ser encontrado em ambientes abertos (Louly,
2003). Recomenda-se, portanto, a inspegdo regular de cdes apds exposicdo em
locais potencialmente infestados por este carrapato. Como o R. sanguineus € vetor
de doengas para o homem (Merle et al., 1998 e Demma et al., 2005), a retirada
correta dos carrapatos, sem esmaga-los entre os dedos, deve sempre ser observada.

ABSTRACT

Acaricide resistance in Rhipicephalus sanguineus (Acari: ixodidae) larvae from
Goiania-GO, Brazil

R. sanguineus engorged females were obtained from different parts of Goiania-GO,
Brazil, and were incubated to produce larvae. Larvae from 7 to 21 days old were
immersed in different concentrations (in ppm) of the following acaricides: amitraz
(250,125,62.5¢31.2),coumaphos (500, 250, 125 € 62.5), cypermethrin (150, 75,37.5
e 18.7), deltamethrin (25, 12.5, 6.2 ¢ 3.1) and fipronil (312, 156, 78 € 39 19.5). LD50
and LD99 were calculated using a probit analysis. Samples with LD99 above the
concentration recommended by the manufacturer or by the literature were considered
as resistant. Out of 15 samples tested against amitraz none have DL99 above
the recommended concentration. To deltamethrin, cypermethrin and coumaphos
nine (75%), seven (78%) and seven (78%) had LD99 above the recommended,
respectively. The LD50 varied from 4 to 16 ppm, 0,3 to 3,2 ppm, 3 to 20 ppm and 17
to 75 ppm against amitraz, deltamethrin, cypermethrin and coumaphos, respectively.
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A

100% of mortality of the larvae tested in every concentration of fipronil was

observed. These results show that samples of R. sanguineus from Goiénia are
resistant to cypermethrin, deltamethrin and coumaphos. No resistance against the
amitraz has been noticed in the studied population.

KEY WORDS: Brown dog tick. Immersion test. Resistance. Larvae.
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