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RESUMEN

La especie de mosca Haematobia irritans, tiene gran importancia econdémica en la
ganaderia nacional, por los efectos negativos directos e indirectos, siendo este Gltimo la
propagacion de patdégenos hemoparasitarios. Por otra parte, el uso indiscriminado de
productos quimicos a base de piretroides y organofosforados, ha generado poblaciones de
moscas resistentes, lo cual puede deberse a la sobreproduccion de enzimas
detoxificadoras, fendmeno conocido como resistencia metabolica, 1o que ocasiona un
serio problema para su control. La anaplasmosis y la babesiosis bovina, presentan pérdidas
a nivel mundial de hasta 10,000 billones de délares anuales. Hoy en dia, los antecedentes
que se tienen de la presencia de Anaplasma marginale en esta mosca son escasos a nivel
mundial. Ademas, no se tiene registro alguno de la presencia de este ultimo, ni de Babesia
spp., a nivel nacional. Debido a esto, el presente trabajo tuvo como objetivo, evaluar la
eficacia de dos mosquicidas de uso comun y medir las enzimas biomarcadoras de
resistencia, ademas de determinar la presencia de A. marginale y Babesia spp., en
diferentes poblaciones de H. irritans de bovinos de carne del estado de Nuevo Leon.
Referente a los mosquicidas, el organofosforado mostré una mayor eficacia en las
poblaciones estudiadas. En la actividad enzimatica, se observé un incremento de las
enzimas; AChE, CaE, ALP y GST, las cuales son consideradas enzimas detoxificadoras.
Con respecto a la presencia de los hemoparasitos, se evidencié una mayor frecuencia de
moscas infectadas con Babesia spp. Se concluye que, el mosquicida a base de
organofosforado podria ser considerado para el control, sin embargo, es necesario un buen
manejo de control integral como lo es; su rotacion con otros productos para evitar
poblaciones de moscas resistentes. Ademas, H. irritans puede llegar a participar
mecanicamente en la propagacion de patdgenos hemoparasitarios, como lo son; Babesia

spp., Y A. marginale en el estado de Nuevo Ledn.

Palabras clave: Haematobia irritans, Anaplasma marginale, Babesia spp., mosquicida y

actividad enzimética.
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ABSTRACT

The fly species Haematobia irritans, has a high economic impact in national livestock,
due to its negative directly and indirectly effects, being the last one, the propagation of
hemoparasites pathogens. On the other hand, the indiscriminate use of pyrethroid and
organophosphate chemical products, has generated resistant flies” populations, which may
be due to detoxification enzymes production, commonly named metabolic resistance,
which causes a serious control problem. Bovine Anaplasmosis and Babesiosis represents
worldwide losses of 10,000 billion dollars per year. Nowadays, the present studies of the
presence of Anaplasma marginale in this fly are scarce worldwide. Also, there are no
national registers of the presence of A. marginale and Babesia spp. Because of this, the
main objective of this work, was to evaluate the efficacy of two mosquicides of common
use and to measure the resistance biomarker enzymes, and to determinate the presence of
A. marginale and Babesia spp., in different H. irritans populations from beef cattle of the
state of Nuevo Ledn. Results: The organophosphate showed a higher efficacy in the
studied populations. In the enzymatic activity, an increase of the AChE, CaE, ALP and
GST, which are considered detoxification enzymes was shown. On the other hand, the
presence of hemoparasites, showed a higher frequency of infected specimens with Babesia
spp. Conclusions: The organophosphate mosquicide, could be considered for controlling
H. irritans populations, however a good integral control management, such as rotation
with other products is necessary to avoid resistant populations. H. irritans could play a
role in mechanical propagation of hemoparasites pathogens, such as Babesia spp., and A.

marginale in the state of Nuevo Ledn.

Key words: Haematobia irritans, Anaplasma marginale, Babesia spp., mosquicide and
enzymatic activity.
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1. INTRODUCCION

Las moscas son insectos que estan clasificados dentro del orden de los dipteros
(OMS, 1962). Dentro de la familia Muscidae, se encuentra la especie Haematobia irritans,
también llamada comunmente como la mosca de los cuernos, causando grandes pérdidas
econdmicas importantes dentro de la pecuaria (Coto, 1998), alcanzando por afio los 730
millones de dolares en Estados Unidos (Mancebo, 2001) y un bill6n de d6lares en América
(Fuentes et al., 2016). Presenta un alto impacto negativo sobre la salud animal,
especificamente la de los bovinos. Esto se debe al estrés que causa sobre el animal,
reflejado en una baja produccion de leche o carne segln sea su propdsito (Byfort et al.,
1992). Una de las estrategias més utilizadas para el control de H. irritans, es la aplicacion
de productos quimicos como son; los piretroides y organofosforados, que se administran
a través de bafios de aspersion y/o inmersién, asi como mediante el uso de collares y aretes
impregnados (Almazan et al., 2004). Sin embargo, el uso indiscriminado e inadecuado de
estas sustancias, ha generado poblaciones resistentes a estos quimicos (INIFAP, 2009).
En los afios 90, se reportd resistencia a piretroides en poblaciones de H. irritans en el
noreste de México y posteriormente se extendio a las regiones del sur del pais (Santamaria
etal., 1995; Li et al., 2003). Debido a esto, se ha optado por el uso de mosquicidas a base
de organofosforados, aunque se ha demostrado también resistencia (Taboada et al., 2013),
aun asi, sigue considerandose como el mejor método de control, debido a que son escasos
los estudios que demuestren resistencia ante este quimico (Maldonado et al., 2006). Esta
resistencia en artropodos es de tipo metabolica y se ve estrechamente relacionada con la
sobreproduccién de enzimas como lo son: Glutation-S-Transferasa (GST),
Acetilcolinesterasa (AChE) y Carboxilesterasa (CaE), involucradas en la detoxificacion
de organofosforados, inhibiendo la fosforilacién enzimatica (Ranson et al., 2002). En la
especie H. irritans, se ha visto involucrada la sobreproduccion de enzimas, principalmente
las esterasas (Salanski, 1991; Li et al., 2009; Guerrero y Barrros, 2006).



Las infestaciones de H. irritans en México, varian de acuerdo con las condiciones
climaticas, donde los ambientes hiumedos y calidos son esenciales para su sobrevivencia
(Alonso et al., 2007), alcanzando infestaciones mayores a 200 especimenes por animal
(Almazan et al., 2001), lo que resulta en pérdidas econdmicas anuales superiores a los 231
millones de ddlares a nivel nacional (Rodriguez et al., 2017). Debido a su hematofagia,
H. irritans juega un papel en la transmision mecéanica de hemoparéasitos (Bautista et al.,
2018). Actualmente, existen pocos estudios sobre la tasa de infeccion de Anaplasma
marginale y Babesia spp., en esta mosca, ya que se le da mas crédito a la garrapata como
principal vector de ambos patdgenos. La anaplasmosis bovina, tiene una prevalencia en
Meéxico mayor a la del 50%, ocasionando la muerte de 50,000 a 100,000 animales por afio,
lo que se ve reflejado en pérdidas de 30 a 600 millones de dolares (Brayton, 2012). Por
otro lado, se estima que el 75% del ganado bovino a nivel nacional, se encuentra en riesgo
de contraer babesiosis desde 1980 (Esteve-Gasent et al., 2020). Es importante mencionar
que tanto A. marginale como Babesia spp., son de suma importancia en el sector
agropecuario, ya que ambas causan pérdidas econdémicas de hasta poco més de 10 billones
de dolares a nivel mundial (Bautista et al., 2018; Lew-Tabor et al., 2016). Por lo que el
objetivo del presente trabajo, fue evaluar la eficacia de dos mosquicidas comerciales de
uso comun en poblaciones de H. irritans, medir la actividad enzimética y determinar la

presencia de A. marginale y Babesia spp en dichas moscas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las moscas

Las moscas son insectos que estan clasificados dentro del orden de los dipteros
(OMS, 1962), el cual se distingue del resto, ya que posee dos halterios o balancines que
le ayudan a mantener su estabilidad al volar con su Unico par de alas, lo que le da origen
a su nombre di-dos, ptera-ala (Tolra, 2015). Dentro de este orden, se encuentra la familia
Muscidae, a la cual pertenece la especie Haematobia irritans, que es de gran importancia

en las explotaciones pecuarias (Coto, 1998).

2.2. Haematobia irritans

H. irritans, también conocida como la mosca de los cuernos, es un ectoparasito
hematdfago obligado de los bovinos, equinos y ovejas, aunque presenta mayor
predisposicion a los bovinos (Soulsby, 1987). Se encuentra ampliamente distribuida en:
América, Africa, Asia y casi toda Europa (Harwood y James, 1979). Este diptero tiene un
gran impacto sobre el sector agropecuario, generando grandes pérdidas econémicas en la
produccion bovina, ya que afecta al ganado de diversas maneras, siendo la mas comdn: el
estrés sobre el animal cuando se presentan altas infestaciones, provocando una baja en la
ingesta de alimento y reduciendo la ganancia de peso, que da como resultado, una baja en

la produccion de leche y de carne, segln sea su propdésito (Byfort et al., 1992).
2.2.1. Taxonomia
Clase: Insecta.
Orden: Diptera.
Suborden: Cyclorrahapha.
Superfamilia: Muscoidea.
Familia: Muscidae.
Género: Haematobia

Especie: H. irritans (Romano,1994).



2.2.2. Morfologia

Su cuerpo es angosto y obscuro, mide de tres a cinco mm de largo (Harwood y
James, 1987), el cual carece de marcas longitudinales en torax (Artigas, 1994). Presenta
una cabeza ocupada en su mayoria, por un par de ojos grandes y ovalados, con una gran
cantidad de ocelos. Ademas, presenta antenas y un par de alas desarrolladas con venacion
recta, caracteristica de la especie (Cicchino et al., 1994). Su aparato bucal estd compuesto
por un labio robusto y palpos largos aplanados, que rodean su probdscide igualmente larga
y afilada, la cual le permite atravesar la piel para succionar la sangre y llevar a cabo su

alimentacion (Harwood y James, 1987).

Figura 1. Fase adulta de H. irritans.

2.2.3. Ciclo Bioldgico

La duracion del ciclo biolégico de la mosca de los cuernos depende de la
temperatura ambiente y las condiciones en las cuales se haya llevado a cabo la
ovoposicion. Una vez realizada la fecundacion en el bovino, la hembra vuela hasta las
heces frescas para ovopositar, llegando a depositar de 20 a 24 huevecillos por postura,

alcanzando hasta 400 huevecillos durante toda su vida (Torres et al., 1994).



Una vez en el estiércol y transcurridas 24 horas a una temperatura de entre 24 a
26 °C, los huevecillos eclosionan a larva 1, las cuales se entierran en el estiércol para
seguir completando su desarrollo de larva 1 a larva 3 esto en aproximadamente de cuatro
a ocho dias, para después pasar a pupa. En el estadio de pupa, el adulto tarda en emerger
de seis a ocho dias, cabe destacar que este ciclo se presenta con mas frecuencia durante el

verano (Howard y James, 1987).

6 a 8 Dias

L >

B R e e S
Pupa Huevesillos
‘ ]
@ == o
Larva3 Larva2 Larval
4 a 8 Dias

Figura 2. Ciclo biolégico H. irritans.

2.2.4. Prevalencia

La prevalencia de H. irritans en México, varia de acuerdo con las condiciones
climaticas, reportandose una mayor incidencia principalmente en primavera, verano y
otofio (de marzo a septiembre) (Almazan et al., 2001; Alonzo-Diaz et al., 2007 y
Maldonado et al., 2006). En el estado de Veracruz donde las condiciones ambientales son
hdmedas y célidas, se presenta una alta tasa de infestacion en los animales, siendo de hasta
121 moscas por individuo, esto principalmente en los meses de agosto a noviembre
(Alonso et al., 2007), mientras que, en el estado de Colima, la tasa de infestacion es mayor,

rondando entre las 120 y 236 moscas por animal (Galindo et al., 2008).



En el estado de Tamaulipas, también se pueden observar altos niveles de
infestacion durante todo el afio, alcanzando poblaciones mayores a 200 individuos por
animal en los meses de abril a septiembre (Almazéan et al., 2001). Infestaciones de esta
mosca en Meéxico, resulta en pérdidas economicas anuales de 231,665,430 dolares
(Rodriguez et al., 2017).

2.3. Control quimico

Hoy en dia el control de esta plaga en el sector agropecuario del noreste de México
es considerado importante (INIFAP, 2009). Una de las estrategias mas utilizadas es la
aplicacion de productos quimicos como son; los insecticidas artificiales de principios
activos derivados de los piretroides y organofosforados (Almazan et al., 2004). Para un
adecuado control, es importante conocer la biologia de la especie, tomando en cuenta su
fase parasitaria, la cual se da principalmente en meses lluviosos, por lo que su frecuencia
de aplicacion debe realizarse de manera estacional a través de bafios de inmersion,

aspersion y/o mediante derrame dorsal (Rodriguez Vivas et al., 2011).

2.3.1. Piretroides

Son sustancias quimicas similares a las piretrinas, utilizados como insecticidas, ya
que tienden a ser toxicos y tienen la capacidad de permanecer durante mucho tiempo en
el medio ambiente (CDC, 2003). Estos compuestos, han sido fabricados a partir de la
estructura quimica de las piretrinas naturales, las cuales se obtienen a partir de plantas
como el crisantemo (Chrysantemum cinerariaefolium), utilizado desde el afio 400 a. C.
como un insecticida efectivo (Villavicencio-Nieto et al., 2010). Los piretroides, actlian
atacando el sistema nervioso central y periférico de los insectos, al interactuar en los
canales de sodio, incitando a las células nerviosas a generar descargas, ocasionando en
algunos casos paralisis y finalmente la muerte (Ponce et al., 2006). Su efecto residual dura
dos semanas. La cipermetrina, deltametrina y flumetrina, son algunos ejemplos de los

farmacos derivados de este principio activo (Kaneko, 2010).



2.3.2. Organofosforados

Son sustancias organicas procedentes del acido fosfdrico, las cuales son utilizadas
hoy en dia como insecticidas de contacto, fumigantes y de accion estomacal. La creacion
de insecticidas a base de estos compuestos se describe durante la segunda guerra mundial.
En el afio de 1947, se comprobd que muchos compuestos organicos del fosforo tenian un
efecto toxico contra insectos perjudiciales debido a sus propiedades fisicas y quimicas
(Ponce et al., 2006). Los organofosforados actlan bloqueando enzimas denominadas
colinesterasas del sistema nervioso, evitando la hidrélisis de la acetilcolina, resultando en
un aumento de los estimulos nerviosos, su efecto alcanza una viabilidad de entre cuatro a
siete dias. El clorpirif6s, coumafds y diazindn son ejemplos de estos compuestos. Su
aplicacion debe realizarse de manera estacional a través de bafios de inmersion, aspersion

0 bien mediante derrame dorsal (Rodriguez Vivas et al., 2011).

2.4. Resistencia Metabdlica de H. irritans

La resistencia, es la habilidad que tiene una poblacion de individuos a tolerar altas
concentraciones (dosis toxicas) a la previa exposicion de un plaguicida, considerandose
este, un mecanismo de defensa (Diaz, 2012). En artrépodos, la resistencia se da de manera
metabolica y ocurre por un incremento en la detoxificacion enzimatica, en el que se
incluyen las enzimas: esterasas, monooxigenasas citocromo P450, y Glutation-S-
Transferasas. Los insectos resistentes, pueden tener elevados niveles de una enzima en
particular que metaboliza al plaguicida a un nivel méas rapido, esto comdnmente se

presenta debido a la aplicacion inadecuada de productos quimicos (FAO, 2012).

2.4.1. Enzimas relacionadas con la resistencia metabdlica

Las Glutatién-S-Transferasas (GST) son un grupo de enzimas en mamiferos e
insectos, juegan un papel importante en el metabolismo de compuestos xenobidticos como
lo son; insecticidas (organoclorados), plantas hospedadoras (umbeliferas y cruciferas) y

compuestos aleloguimicos (furanocumarinas, indoles y flavonoides).



Las GST, participan en el catabolismo del glutation reducido (GSH) con sustratos
electrofilicos, lo cual le permite ser excretado con mayor facilidad (Yu, 1996). En los
ultimos afios, las Glutation-S-Transferasas han recibido una mayor importancia, debido al
papel que realizan en el metabolismo de insecticidas y resistencia a los mismos por parte
de los insectos (Yu, 1996).

Existen estudios que evidencian la resistencia de tipo metabdlico en la especie H.
irritans, expuestas a insecticidas a base de piretroides y organofosforados, en donde se ha
visto un incremento en oxidasas de funcion mixtay enzimas GST (Li et al., 2009; Guerrero
y Barros, 2009).

Las Fosfatasas Alcalinas (ALP), son glicoproteinas unidas a la membrana
plasmatica (Han Wen-Hao et al., 2021). En insectos, esta enzima se encuentra distribuida
en tejidos con transporte de membrana como, lo son; las células epiteliales del intestino,
hemolinfa y glandulas salivales. En insectos, las ALP participan en la modulacion de
hormonas del desarrollo, la hormona juvenil (JH) y la 20-hidroxiecdisona (20E) (Han
Wen-Hao et al., 2021). Ademas, participan en la desfosforilacién de los grupos fosfato,
por lo que se les ha prestado una mayor importancia particularmente en la regulacion de
resistencia a insecticidas (Moss, 1992). En ecotoxicologia, esta enzima puede servir como
indicador de intoxicacion (Mazorra et al., 2002).

Las Carboxilesterasas (CaE) o esterasas, son un grupo de enzimas que participan
en la hidrolisis de distintos grupos de ésteres (Satoh y Hosokawa, 2006). Estas enzimas,
se encuentran presentes en todos los tejidos de los insectos, participan en la regulacion de
hormonas juveniles y en la movilizacion de grasas y energia, relacionadas al catabolismo
de grasas en los musculos (Gréic et al., 2019). Son consideradas importantes en la defensa
de los insectos, al participar en el desarrollo de resistencia a insecticidas, como son;
compuestos de organofosforados, carbamatos y piretroides (Hemingway et al., 2004). En
poblaciones de H. irritans expuestas a organofosforados y piretroides, se ha observado un
incremento de esterasas (Li et al., 2006; Guerrero y Barros, 2009).



La Acetilcolinesterasa (AChE), forma parte de la familia de las colinesterasas
especializadas en hidrolizar ésteres carboxilicos. Esta enzima, tiene la funcién de
hidrolizar la acetilcolina, bloqueando los impulsos nerviosos, ha sido ampliamente
estudiada frente a compuestos organofosforados y carbamatos, debido a que tienen gran
afinidad por la AChE, causando un bloque enzimético durante la sinapsis y provocando
la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina, interrumpiendo el funcionamiento del

sistema nervioso (Galloway y Handy, 2003).

2.5. Diagnostico de resistencia a insecticidas en H. irritans

Para diagnosticar el grado de resistencia de una determinada poblacion, se aplica
un bioensayo in vitro modificado, basado en la técnica original de Sheppard y Hinkle en
(1987), la cual consiste en la exposicion de moscas adultas a papeles filtro impregnados
con distintas concentraciones de insecticidas a base de piretroides y organofosforados. La
mortalidad se mide después de dos horas de exposicion y en base a los resultados, se
determina el indice de resistencia comparado con una cepa susceptible (Santamaria 1993;
Rodriguez Vivas, 2015). Esta técnica oficial, recomendada por la FAO, es una de las mas

utilizadas para el diagndstico de la resistencia (Rodriguez Vivas et al., 2011).

2.6. Resistencia de H. irritans en México

A partir de los afios 70, fueron formulados diversos compuestos a base de
organofosforados que se aplicaron en el control de moscas por medio de aretes
impregnados, los cuales tenian una viabilidad de hasta dos meses (INIFAP, 2009). En el
afio de 1981, estos fueron reemplazados por aretes a base de piretroides sintéticos con la
finalidad de incrementar su efecto residual hasta por cinco meses, utilizados de manera
continua hasta el afio de 1983, cuando se registraron los primeros reportes de resistencia
en Canada y Estados Unidos. En nuestro pais, los primeros registros de resistencia a los
piretroides surgen a finales de los afios 90, en los estados de Tamaulipas, Veracruz y San
Luis Potosi, lo que llevo al uso de organofosforados de manera indiscriminada,
presentandose asi registros de poblaciones resistentes a este compuesto activo (INIFAP,
2009; Rodriguez Vivas et al., 2011; Almazan et al., 2004).



En la zona norte de Veracruz y centro de Nuevo Leon, se tienen registros de
resistencia a piretroides y organofosforados, con un mayor porcentaje de resistencia a
piretroides (Maldonado, 2006).

2.7. Papel de H. irritans como vector

Dada a su alimentacion hematofaga, H. irritans, es considerada un vector
mecénico de microrganismos causales de enfermedades (Harwood y James, 1987), como:
la tripanosomiasis (Zapata et al., 2017), leucemia bovina (Panei et al., 2019), anaplasmosis
y babesiosis bovina (Ferreira, 2019). Sin embargo, son pocos los estudios del papel de H.
irritans como vector de estas dos Ultimas, comparados con otras especies de dipteros
(Zapata et al., 2017).

2.8. Anaplasma marginale

Todos los miembros de las familias Anaplasmataceae, son bacterias intracelulares
obligadas, que llevan a cabo su multiplicacion dentro de una vacuola derivada de la
membrana de una célula huésped (Dumler, 2001). Hoy en dia son reconocidas tres
especies causales de la anaplasmosis bovina: Anaplasma caudatum, Anaplasma centrale
y Anaplasma marginale, siendo esta Gltima, la méas patogena (Ristic & Kreir, 1984). La
anaplasmosis bovina, es una enfermedad infecciosa no contagiosa, que ocasiona; anemia,
ictericia, fiebre, anorexia, depresion, debilidad muscular, pérdida de peso, aborto, fallo
cardiopulmonar y muerte (Corona et al., 2004).

2.8.1. Taxonomia
Filo: Proteobacteria.
Clase: Alpha-proteobacteria.
Orden: Rickettsiaceae.
Familia: Anaplasmataceae.

Género: Anaplasma.

Especie: A. marginale (Corona et al., 2004).
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2.8.2. Morfologia

Es un parasito obligado intraeritrocitico, el cual no posee citoplasma derivando de
ahi su nombre Anaplasma (Mufioz, 2008). Mide de 0.55 a 0.85 um de didmetro y contiene
agregados granulares densos rodeados por una doble membrana de 40 a 50 um de espesor,
dando lugar a un cuerpo de inclusion (Corona et al., 2004). Se multiplica por fision binaria,
hasta completar ocho organismos individuales (Ristic y Watrach, 1963). Posteriormente,
los organismos salen del eritrocito, utilizando mecanismos no liticos e infectan los
eritrocitos aledarios (Erp y Fahrney, 1975).

Figura 3. Eritrocitos infectados con A. marginale (flechas). Recuperada de: (Rodriguez Vivas R, 2015).
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2.8.3. Impacto econdémico y prevalencia en México

A. marginale, es responsable de pérdidas econémicas elevadas a nivel mundial,
que van de 30 a 600 millones de ddlares por afio (Brayton, 2012). Su prevalencia asciende
a mas del 50%, causando la muerte de alrededor de 50,000 y 100,000 animales anualmente
(Ocampo et al., 2006).

. ‘Prevalencia>50%
[ -Prevalencia10 a50%

[] -Prevalencia1 a10%
i ‘Nuevos brotes

Figura 3. Distribucién de la anaplasmosis en México. Recuperada de: (INIFAP, 2010).

2.9. Babesia spp

Es un protozoario intracelular del eritrocito (Garcia et al, 2013), dentro de las
especies que tiende a afectar al bovino con mayor frecuencia, podemos mencionar a:
Babesia bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens, siendo B. bovis la que causa mayor
indice de mortalidad (CFSPH, 2008). La babesiosis bovina, también denominada
comunmente como: fiebre de Texas, fiebre de la garrapata o fiebre roja (Zapata et al.,
2011), se presenta en los bovinos con alta morbilidad y mortalidad (CFSPH, 2008).
2.9.1. Taxonomia
Filo: Apicomplexa.

Clase: Aconoidasida.

Orden: Piroplasmida.
Familia: Babesiidae.

Género: Babesia spp. (CFSPH, 2008).
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2.9.2. Morfologia

La morfologia del protozoario tiene diferentes caracteristicas de acuerdo con el
estadio en el que se encuentre, observdndolo comdnmente bajo microscopio, como un
corpusculo unico de forma redonda u ovalada (Olguin, 2013). En B. bigemina, se pueden
distinguir dos corpusculos en forma de pera que miden de 4 a 5 um unidos dentro del
eritrocito, aunque también se pueden apreciar formas redondeadas que miden de 2 a 3 pum.
En B. bovis, los trofozoitos suelen ser redondos o amiboides de 2.4 por 1.5 um, algunos
aparecen con una vacuola dando el aspecto de anillos (Quiroz, 2005).
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Figura 4. Eritrocitos infectados con Babesia spp., en forma de anillo (flechas). Recuperada de:
Dra. Mae Melvin/ Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC).

2.9.3. Impacto econdmico y prevalencia en México

En México, se estima que el 75% del ganado bovino se encuentra en riesgo de
contraer babesiosis desde 1980. Se ha establecido que esta enfermedad y otras
transmitidas por vectores, llegan a tener un fuerte impacto econémico dentro de la
produccion bovina de manera directa, al afectar la produccion de leche y/o carne segun
sea su proposito e incrementando el nimero de abortos.
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De manera indirecta, a través de los costos asociados al tratamiento de los animales
enfermos (Esteve-Gasent et al., 2020). B. bovis, es considerada la més patdgena con altas
tasas de mortalidad en los rebafios de ganado que cursan con presencia de anemiay fiebre
intensa (Rodriguez et al., 2017). Sin embargo; es dificil evaluar el impacto econémico de
la babesiosis y anaplasmosis en la industria ganadera de México, esto debido a la escasez
de literatura cientifica que aporte datos epidemiolégicos, tales como; descripcion de
regiones especificas de inestabilidad enzootica, mortalidad e incidencia de brotes, nimero
de abortos debido a casos clinicos y la ocurrencia estacional de brotes (Rodriguez et al.,
2017). Cabe destacar que tanto A. marginale como Babesia spp., causan perdidas
econdmicas de hasta poco més de 10 billones de ddlares a nivel mundial (Lew-Tabor et
al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la alta prevalencia de H. irritans principalmente en primavera, verano y otofio,
con infestaciones mayores a 200 individuos por animal y al incremento de la baja eficacia
de mosquicidas de uso comudn, por el uso inadecuado e indiscriminado de estos,
ocasionando el desarrollo de resistencia, asociado a la expresion de factores intrinsecos,
como es; la sobreproduccion de enzimas detoxificativas, se presentan pérdidas
econdmicas anuales superiores a los 231 millones de dolares a nivel nacional. Ademas,
dada a su alimentacion hematofaga, es considerada un vector mecéanico de
microrganismos causales de enfermedades como: la anaplasmosis y babesiosis bovina,
ambas con pérdidas econdmicas de hasta poco mas de 10 billones de dolares a nivel
mundial. Cabe destacar, que en México es escaso el diagndstico de susceptibilidad a
mosquicidas en propiedades pecuarias y ademas, no hay estudios del papel de H. irritans
como vector de las enfermedades antes mencionadas, comparado con otras especies de
dipteros. Por lo anterior, en el presente trabajo, se evalud la eficacia de dos mosquicidas
de uso comun, mediante bioensayos in vitro y se midié la actividad de cuatro enzimas
biomarcadoras de exposicion en diferentes poblaciones de H. irritans del estado de Nuevo
Ledn, ademas, se determind la presencia de A. marginale y Babesia spp., en dichas
poblaciones.

15



4. HIPOTESIS

Los mosquicidas a base de piretroide y organofosforado de uso comun en hatos de bovinos
de Nuevo Leon presentan baja eficacia en poblaciones de H. irritans, reflejado en una
sobrexpresion de enzimas detoxificadoras. Ademas, los patdgenos A. marginale y Babesia

spp., estan presentes en dicha mosca.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de dos mosquicidas comerciales de uso comun a base de piretroide y
organofosforado, en diferentes poblaciones de H. irritans del estado de Nuevo Leon, asi
como medir la actividad enzimatica. Ademas, determinar la presencia de A. marginale y

Babesia spp., en dicha mosca.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Colectar e identificar poblaciones de moscas de H. irritans en ranchos de bovinos

productores de carne de cuatro municipios pertenecientes al estado de Nuevo Ledn.

2. Evaluar in vitro la eficacia de dos mosquicidas de uso comdn a base de piretroide y

organofosforado.

3. Determinar la actividad enzimatica de la Acetilcolinesterasa (AChE), Carboxilesterasa
(CaE), Glutation-S-Transferasa (GST) y Fosfatasa alcalina (ALP).

4. Realizar la extraccion del material genético a partir de moscas H. irritans y evaluar

mediante la técnica de PCR la presencia de A. marginale y Babesia spp.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar de Trabajo

Esta investigacion de tesis se desarrollé en los laboratorios de Microbiologia,
Genética, Virologia, Reproduccién, Produccion Acuicolay Una Sola Salud de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leon (UANL).

7.2. Sitio de muestreo

Para la realizacion de esta investigacion de tesis, se colectaron poblaciones de
moscas H. irritans presentes en ranchos de bovinos de carne, ubicados en cuatro
municipios del estado de Nuevo Leodn; un rancho en Montemorelos, uno en General

Bravo, uno en Linares y uno en Marin.

7.3. Tamano de muestra

7.3.1. Tamafio de muestra para la evaluacion de la eficacia de mosquicidas y
actividad enzimatica

Para evaluar la eficacia de los mosquicidas, se realiz6 una colecta total de 360
moscas adultas H. irritans de sexo indistinto, distribuidas en cuatro poblaciones de 90
especimenes, el tamafio de muestra se realiz6 en base al estudio realizado por Maldonado
et al., en (2006). Cabe destacar que la eficacia se evalué en campo. Para evaluar la
actividad enzimatica, se colectaron cuatro poblaciones de 24 especimenes y se
transportaron a través de una hielera en frascos a una temperatura de + 4°C a la FMVZ-
UANL.

7.3.2. Tamafo de muestra para la identificacion molecular de A. marginale y
Babesia spp

A distinto tiempo y en los mismos cuatro ranchos, se realizé una colecta de H.
irritans adultas de sexo indistinto; 35 especimenes de Linares, 35 de Montemorelos, 35
de General Bravo y 25 de Marin, dando un total de 130 moscas. El tamafio de muestra se
calculo mediante la plataforma WinEpi.net, considerando un nivel de confianza del 95%,

en una poblacion desconocida con una prevalencia minima esperada del 50%.
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Una vez colectadas, estas se transportaron en frascos con etanol al 70%
previamente rotulados para su posterior identificacion a la FMVZ-UANL.

7.4. Colecta de moscas

La colecta se realizd por la mafana y en la tarde, aprovechando los habitos
alimenticios, colectando directamente del cuerpo del animal con apoyo de una red
entomologica, especificamente sobre las zonas: dorsal, ventral y en las extremidades.
Cabe destacar, que se realizaron dos colectas a diferente tiempo, a) para la evaluacion de
la eficacia de mosquicidas y actividad enzimatica y b) para la identificacion molecular de

A. marginale y Babesia spp.

7.5. Identificacion de las moscas

Las moscas colectadas, se identificaron de acuerdo con las caracteristicas
morfolégicas descritas por Harwood y James, (1987). Esto se realizd, mediante su

observacion bajo un estereoscopio Carl Zeiss™ Stemi™ DV4 en el laboratorio de Una

Sola Salud de la FMVZ-U.A.N.L. y en campo.

7.6. Evaluacién de la eficacia de mosquicidas y actividad enzimatica
7.6.1. Obtencién de mosquicidas

Se obtuvieron mediante su compra en depdsitos veterinarios del éarea
metropolitana. Se utilizaron dos productos, uno con principio activo a base de piretroide

(Ticoff-Cipermetrina 20%) y otro a base de organofosforado (Asuntol-Coumafds 20%).

7.6.2. Bioensayos in vitro para determinar la eficacia de los mosquicidas

Para la evaluacién de la eficacia de los mosquicidas comerciales, se utilizé la
técnica descrita por Sheppard y Hinkle (1897), modificada. Para llevar a cabo la técnica,
se utilizaron papeles filtro cortados en forma de circulo, los cuales se impregnaron con el
mosquicida comercial a base de piretroide y con el mosquicida comercial a base de
organofosforado. Cabe mencionar que los mosquicidas, fueron preparados utilizando la
concentracion recomendada por el fabricante (ImL/1L). Se utilizo tricloroetileno (TCE)
como diluyente y aceite de oliva (AO) como fijador.
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Una vez impregnados los mosquicidas en el papel filtro, estos se conservaron en
papel aluminio hasta su uso. Ya en campo, se realizé la colecta con la red entomolégica 'y
con la ayuda de un aspirador bucal se tomaron 10 moscas H. irritans de la red y se
colocaron en cajas Petri, conteniendo el papel filtro preparado (impregnado). Esta técnica,
se realizo por triplicado para cada mosquicida, dando un total de 12 bioensayos por
mosquicida y el grupo control en los cuatro ranchos analizados. Para el grupo control, se
utilizé una mezclade TCAy AO. La mortalidad de los especimenes fue evaluada posterior

a la hora de exposicion.

7.6.3. Evaluacion de la actividad enziméatica

Se realizo en el laboratorio de Virologia de la FMVZ-UANL. La obtencion de los
extractos enzimaticos, se realizd a partir de pools de dos mocas H. irritans, utilizando 12
volumenes (1:12) de agua destilada estéril, estos se maceraron y homogenizaron de forma
manual, para después ser centrifugados a 2,500 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente,
a partir de los sobrenadantes obtenidos, se realizaron alicuotas de 0.5 mL, las cuales se
almacenaron a -120°C hasta la evaluacion de la Acetilcolinesterasa (AChE),
Carboxilesterasa (CaE), Fosfatasa alcalina (ALP) y Glutation-S-Transferasa (GST).

La actividad enzimatica, se determin6 de acuerdo con el método descrito por
Ellman y colaboradores (1961) y modificado por Huang y colaboradores (1997). La
AChE, se evalu6 utilizando 280 uL de una solucién compuesta por cloruro de acetilcolina
(0.24 mM) (Sigma-Aldrich) y 2'-dinitro- 5,5'-ditiodibenzoico (DTNB) (Sigma-Aldrich),
preparado en buffer Tampon Fosfato Salino (PBS) (pH de 7.1), combinado con 10 pL del
extracto enzimatico y 10 pL de sustrato de acetilcolina. La actividad enzimética, se
expresd como pmol—1 min—1 mg proteina—1, utilizando un coeficiente de extincién molar
de 13.6 mM-1 cm-1. La actividad de la CaE, se evalu6 colocando 10 pL en cada pocillo
de extracto enzimatico, combinado con 200 pL de buffer tris-HCI 50 mM (pH 7.1) y 100
ML de sustrato p-nitrofenilacetato, a una concentracion final de 0.0005 M para iniciar la
reaccion en este caso, la actividad enzimatica se expresé utilizando el coeficiente de

extincion molar de 18.5 mM-1 cm-1.
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Para la evaluacion de la ALP, se colocé en cada pocillo 25 pL de extracto
enzimatico, combinado con 200 pL de buffer dietanolamina 1.0 M (pH 9.8) con 50 mM
de MgCI2 y para iniciar la reaccion se afiadieron 100 pL de sustrato 4-nitrofenil-fosfato.
La expresion de la actividad enzimatica se realizé utilizando el coeficiente de extincion
molar 18.5 mM-1 cm-1. Es importante destacar que, para cada extracto se utilizaron tres
replicados (pocillos). La cinética enzimatica, se midi6 a través de lecturas

espectrofotométricas a 405 nm de longitud cada dos minutos durante 12 minutos.

La GST se analiz6 a partir de una mezcla de reaccion compuesta por 19.8 mL de
buffer de fosfato salino Dulbecco’s (pH 7.2), combinado con 200 uL de L-glutation
reducido (200 mM) (G4251 Sigma) y 200 uL de 1-cloro-2,4- dinitrobenzeno (CDNB)
(100 mM) (S2569 Sigma). En cada pocillo, se colocaron 10 pL de extracto enzimatico y
190 pL de la mezcla (buffer/sustrato) antes mencionada. Para cada extracto, se utilizaron
tres replicados (pocillos), en este caso las lecturas espectrofotométricas, se realizaron a
340 nm de longitud cada dos minutos durante 12 minutos. En cada microplaca se
utilizaron tres pocillos (controles), conteniendo sustrato y buffer. La actividad enzimatica,

fue determinada utilizando el coeficiente de extinciéon molar de 5.3 mM-1 cm-1.

7.6.4. Determinacion de las proteinas

La concentracion de proteina presente en el extracto enziméatico se determiné
utilizando Albumina de Suero Bovino (BSA) de acuerdo con lo descrito por Bradford
(1976) y los resultados obtenidos, se expresaron en miligramos de proteinas por mililitro
(mg. ML—-1). Para su realizacion, se utilizd una curva estandar de 0.05 a 0.5 mg de
albumina de suero bovino (BSA) por mL de agua destilada. En una microplaca, se
colocaron 3 repeticiones por muestra en cada pocillo, asi para la determinacién de la curva
de calibracion. Posterior a la reaccion de la muestra con la solucion de trabajo, se dejo6
reposar por dos minutos para después realizar una lectura espectrofotométrica a 620 nm

de longitud.
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7.7. Identificacion molecular de los agentes patdgenos
7.7.1. Extraccion del ADN (Acido Desoxirribonucleico)

Se realizd en el laboratorio de Microbiologia de la FMVZ-U.A.N.L. La extraccion
se llevo a cabo de manera individual por espécimen. Las muestras se maceraron en un
mortero estéril, con 500 pL de buffer de lisis. El material obtenido de esta maceracion, se
colocé en un tubo Eppendorf y se incub6d en un Termoblock (AccuBlock Labnet
International Inc.) a 65°C durante una hora, homogenizando la muestra cada 15 minutos
en un vortex (VX-100 Lab Vortex Mixer Labnet International Inc.), después se le
afadieron 500 uL de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (49.5:49.5:1) vy
posteriormente se colocaron en una centrifuga (Centrifuge 5430 Eppendorf) a 14,000 rpm
por 15 min. El sobrenadante resultante, se colocé en un tubo Eppendorf nuevo, se
realizaron dos lavados con 500 pL de alcohol isoamilico (27:1) y se centrifugé durante 10
min a 14,000 rpm, recogiendo nuevamente el sobrenadante resultante, al cual se le
agregaron 65 pL de Acetato de sodio (NaOAC) y 75 pL de Cloruro de sodio (NaCl), se
agito suavemente por inversion y posteriormente se mantuvo la muestra a -20°C durante
24 horas. Trascurrido este tiempo, se centrifugd de nuevo durante 10 min a 14,000 rpm,
se recogio el sobrenadante en un tubo nuevo, al cual se le afiadieron 270 uL de isopropanol
y se dejé por 10 min a -20°C, finalizado este tiempo, las muestras fueron centrifugadas
una vez méas a 14,000 rpm, eliminando nuevamente el sobrenadante por decantacion y
resuspendiendo el pellet en 500 uL de etanol al 80%, se centrifugd nuevamente por 5 min
a 14,000 rpm, repitiendo la decantacion y finalmente se incubé a 37°C, secando
completamente el etanol. Una vez seco, se agregaron 20 uL de buffer TE para la

conservacioén del ADN a -20°C.

7.7.2. Elaboracion de pools

Obtenidas las muestras de ADN, se elaboraron pools de 15 pL, cada uno a partir
de cinco moscas (3 pL por mosca), dando un total de siete pools para el municipio de
Linares, siete para el de Montemorelos, siete para el de General Bravo y cinco para el de

Marin.
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7.7.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las muestras de ADN, se amplificaron por PCR punto final, en un volumen de
reaccion final de 10 pL para A. marginale y Babesia spp (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes de la reaccion de PCR.

Componentes Volumen
Master Mix 5puL
Primer F 0.5 puL
Primer R 0.5 puL
H20 3uL
ADN 1.0 L
Volumen Final 10 pL

Master Mix: Tag DNA polimerasa, Tampén de reaccion,
Cloruro de magnesio (MgCI2) y dNTP. Primer F
(Anaplasma F y/o BB1) y Primer R (Anaplasma R y/o BB2).

Los primers utilizados para A. marginale, son los reportados por Bilgic y
colaboradores (2013), que amplifican el gen de la Proteina de Superficie Principal (MSP1)
a 265 pb y para Babesia spp., se disefiaron primers para el gen 18 S ribosomal, que
amplifican a 220 pb (Tabla 2).

Tabla 2. Primers utilizados para las amplificaciones.

Primers Secuencia de nucle6tidos (5'-3") Diana Fragmento
A. marginale
Anaplasma F GCTCTAGCAGGTTATGCGTC Gen MSP1 265 pb
Anaplasma R CTGCTTGGGAGAATGCACCT
Babesia spp
BB1 GGTAACGGGGAATTAGGGTTCGAT f;g 220 pb
BB2 CGCTATTGGAGCTGGAATTACCG Ribosomal
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El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador T100 (Thermal
Cycler Bio-Rad), bajo el protocolo descrito en la Tabla 3 para A. marginale, utilizando
como control positivo una cepa proporcionada por el Dr. Sergio D. Rodriguez,
coordinador de la Unidad de Anaplasmosis (CENID-PAVET, INIFAP) y para Babesia
spp., se utilizd el protocolo de amplificacion descrito en la misma tabla, utilizando un
control positivo de una cepa proporcionada por el Dr. Jaime Hernandez Escarefio del
Laboratorio de Microbiologia de la FMVVZ-UANL.

Tabla 3. Protocolos de amplificacién para A. marginale y Babesia spp.

Condiciones de PCR para A. marginale.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 1 min 1 ciclo inicial
Desnaturalizacion 95°C
Alineamiento 53°C 1 min 30 ciclos
Extension 72°C
Extension final 72°C 10 min 1 ciclo final

Condiciones de PCR para Babesia spp.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 1 min 1 ciclo inicial
Desnaturalizacion 94°C
Alineamiento 58.2°C 1 min 30 ciclos
Extensién 72°C
Extension final 72°C 10 min 1 ciclo final

7.7.4. Electroforesis en Gel de Agarosa

Los fragmentos amplificados, se visualizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% en Tampon TBE (Tris-Borato EDTA) (0.09 M Tris, 0:09 M &cido Bdrico
y 2 MM de EDTA, pH 8.3) a 90 voltios, usando “GelRedTM Nuleic Acid Gel Stain”, en

agua, bajo irradiaciéon de UV en el Axygen® Gel Documentation Systems.
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7.8. Andlisis Estadistico

Los datos de presencia/ausencia de microrganismos, fueron presentados mediante
porcentajes de frecuencia. Los anélisis estadisticos de los bioensayos de mortalidad y
actividad enzimatica se realizaron en base a los modelos de normalidad y homogeneidad
de la varianza. Los bioensayos de mortalidad posterior a la exposicién a mosquicidas, se
analizaron mediante unat de student para comparacion de dos tratamientos. El analisis de
actividad enzimatica se realizé6 mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y
un test de comparaciones multiples de Dunnet. En todos los anélisis, los valores de p <

0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Babes:a(F) Ansplema (¥)

% Concemzacics

Figura 5. Resumen grafico de la metodologia del trabajo.
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8. RESULTADOS

8.1. Bioensayos in vitro para determinar la eficacia de los mosquicidas

Los resultados de la eficacia de los mosquicidas comerciales y la comparacion de

estos en las diferentes poblaciones analizadas, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de los porcentajes de la efectividad de los mosquicidas.

Tratamiento Linares Montemorelos ~ General Bravo Marin
Piretroide 30 (10.0)® 54.24 (16.8)®  69.48 (11.1)" 29.98 (5.8)
Organofosforado 70 (10)? 96.67 (5.77)2 91.63 (0.7)® 37.04 (54.81)
Valor de P 0.008 0.002 0.026 0.083

Las letras *° corresponden a diferencias estadisticamente significativas entre los mosquicidas.

8.2. Actividad enzimatica de las diferentes poblaciones
8.2.1. Acetilcolinesterasa (AChE)

La figura 7, muestra la actividad enzimética de la AChE en las diferentes

poblaciones analizadas.

pmol/min/fmg de proteina

p<0.05

Figura 7. Actividad enzimatica de la AChE entre las poblaciones de General
Bravo, Montemorelos, Marin y Linares.
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8.2.2. Carboxilesterasa (CaE)

La figura 8, muestra la actividad enzimatica de la CaE en las diferentes poblaciones

analizadas.

100+

* %

Hmol/min/mg de proteina

p=0.01

Figura 8. Actividad enzimatica de la CaE entre las poblaciones de
General Bravo, Montemorelos, Marin y Linares.

8.2.3. Fosfatasa alcalina (ALP)

La figura 9, muestra la actividad enzimética de la ALP en las diferentes

poblaciones analizadas.
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Figura 9. Actividad enzimética de la ALP, entre las poblaciones de General
Bravo, Montemorelos, Marin y Linares.
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8.2.4. Glutation-S-Transferasa (GST)

La figura 10, muestra la actividad enzimatica de la GST en las diferentes
poblaciones analizadas.

1.00- ns

0.754

0.50+

0.254

0.00

L
Gral Bravo Marin

Figura 10. Actividad enzimatica de la GST entre las poblaciones de
General Bravo y Marin.

8.3. Deteccion Molecular (Babesia spp y A. marginale)

Los resultados de la PCR para la deteccion de Babesia spp y A. marginale, se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las frecuencias de Babesia spp., y A. marginale.

A. marginale Babesia

Poblacion _ _
Positivos Positivo
% TM % TM
Linares 0 (0/7) 29 (2/7)
Montemorelos 0 (0/7) 14 (1/7)
Gral. Bravo 0 (0/7) 100 (7/7)
Marin 40 (2/5) 100 (5/5)

TM: Tamafio de muestra
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Figura 11. Resultados correspondientes a las PCR de Babesia spp., y A. marginale. La imagen A,
corresponde al municipio de Linares para la deteccion de Babesia spp., el primer carril concierne al
marcador de peso molecular, el carril 2 al control positivo y los carriles 5, 6 y 7 a tres muestras positivas,
siendo estas la 3,4 y 5. La imagen B corresponde al municipio de Marin, para la deteccién de A.
marginale, el primer carril pertenece al marcador del peso molecular, el carril 2 al control positivo y los
carriles 3y 7 a dos muestras positivas, siendo estas la 1 y 5. En ambos casos el carril 10 corresponde al

control negativo.
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9. DISCUSION

Los principales compuestos quimicos utilizados para el control de moscas
hematofagas como H. irritans, debido a su facil adquisicion y manejo, son los piretroides
y organofosforados (Li et al., 2006). Sin embargo, diversos estudios han reportado una
resistencia a estos compuestos, debido a su uso errado e indiscriminado (Barros et al.,
2007; Maldonado et al., 2006; Taboada et al., 2013).

En cuanto a los resultados de los porcentajes de efectividad en la evaluacion del
piretroide y el organofosforado mostrados en la tabla 5, se observo que en la poblacion
de Montemorelos y General Bravo hubo una mayor eficacia del organofosforado (P<0.05)
en comparacion al piretroide, alcanzando porcentajes mayores al 90%, lo cual indica una
eficacia segun lo establecido por la Norma Oficial Mexicana; “Requisitos de efectividad
bioldgica para los ixodicidas de uso en bovinos y método de prueba” (NOM-006-Z00-
1993), que menciona que los mosquicidas comerciales, deberan evaluarse al menos
mediante una prueba de campo por un laboratorio de pruebas aprobado y demostrar
efectividad minima del 80%. Cabe destacar, que el piretroide no mostr6 eficacia en

ninguna poblacion, siendo la mas alta del 69.48%.

Estos resultados son similares al estudio realizado por Maldonado et al., en 20086,
donde se presenta una mortalidad del 93.3% con el uso de organofosforados y un 5.7%
con el de piretroides, en siete poblaciones de diferentes municipios del estado de Nuevo
Ledn y Veracruz. Otros resultados similares a lo obtenido en este trabajo demuestran que,
en explotaciones ganaderas de Tamaulipas, el organofosforado presenta una mayor
eficacia con un 80-100% de mortalidad, contrario a la cipermetrina con una
susceptibilidad por debajo del 80%, indicando una baja eficacia a este Gltimo (Almazan
et al., 2004).

Es importante mencionar que, en la poblacion de Linares, el organofosforado no
alcanzo una efectividad por encima de lo establecido por la norma antes mencionada, esto

a pesar de mostrar significancia estadistica con respecto al piretroide (P<0.05).
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En el caso de la poblacién de Marin, no se observo diferencia significativa en los
dos mosquicidas, indicando una baja eficacia de ambos compuestos. Estos resultados
indican, que ya se observa una baja eficacia del organofosforado en poblaciones de Nuevo
Ledn, similar al estudio de Taboada et al., en 2013 en el estado de Guerrero, donde se
presenta una baja eficiencia a este principio activo, con mortalidades de 0-10% en la

mosca de los cuernos.

La baja eficacia a los piretroides, puede deberse a que este ectoparasito tiene un
ciclo reproductivo corto, presente casi todo el afio, o que conlleva a la aplicacién
indiscriminada de productos derivados de este principio activo por parte de los ganaderos,
productores o trabajadores, ademas, no se lleva un programa adecuado para su control, se
realizan aplicaciones de concentraciones menores que las recomendadas, con un mal
asperjado y combinacion de productos de forma inapropiada (Taboada et al., 2013;
Maldonado et al., 2006; Steelman et al., 2003), es importante mencionar que se cuestiond
a los ganaderos sobre el tratamiento que utilizaban para la garrapata, coincidiendo con el
uso o haber usado en algin momento compuestos a base del principio activo piretroide,
lo que favorece al desarrollo de la resistencia a este principio activo (Maldonado et al.,
2006), generando una baja eficacia, al no llevar a cabo una rotacion de tratamientos para

el control, explicando asi los resultados obtenidos en las poblaciones de este estudio.

La resistencia es la habilidad que tiene una poblacion de individuos a tolerar dosis
toxicas a diversos compuestos, considerandose este, un mecanismo de defensa. En
artrépodos, la resistencia metabdlica ocurre por un incremento en la detoxificacion
enzimatica e insensibilizaciéon del sitio blanco, debido a la aplicacion inadecuada de

productos quimicos (Diaz, 2012).

Existen evidencias sobre a la actividad enzimatica en diferentes insectos (Wang,
etal., 2017; Cuamba et al., 2010; Low et al., 2013; Denlinger et al., 2015; Santo-Orihuela
etal., 2017). En base a los resultados obtenidos de la actividad de las distintas enzimas en
este estudio, la mayoria muestra actividad en las diferentes poblaciones, siendo la
Glutation-S-Transferasa, la Gnica que no mostré actividad en las poblaciones de

Montemorelos y Linares.
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En la actividad de la acetilcolinesterasa, las poblaciones de General Bravo,
Montemorelos y Marin muestran diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con la
de Linares (Figura 7).

En cuanto a la actividad de la carboxilesterasa, las poblaciones de General Bravo
y Marin muestran diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con las poblaciones
de Montemorelos y linares (Figura 8), mientras que la actividad de la fosfatasa alcalina en
las poblaciones de General Bravo y Marin, muestran diferencia significativa en
comparacion a la poblacion de Montemorelos y Linares, y a su vez la poblacion de
Montemorelos con esta ultima (Figura 9). Por ultimo, la enzima GST, s6lo mostrd
actividad en las poblaciones de General Bravo y Marin, sin mostrar diferencia

significativa entre estas (Figura 10).

En 1991, Szalansky y colabordores, evaluaron la actividad de esterasas en
poblaciones de H. irritans resistentes a piretroides, sin embargo, sus resultados
determinaron que estas enzimas, no debian ser consideradas como fuentes de resistencia.
Con el paso del tiempo, se ha demostrado lo contrario en diversos estudios, debido a

mutaciones genéticas (Kdr) y a la resistencia enzimatica (Li et al., 2009).

Un estudio realizado por Li et al., en 2006, demostré que el aumento de la
actividad de la esterasa, se asoci6 con la capacidad de supervivencia de las moscas de los
cuernos expuestas a un organofosforado. En otro estudio realizado por el mismo autor en
2009, se observo un incremento enzimatico de las Oxidasas de Funcién Mixta (MFO) y
GST, al comparar una poblacion tratada con piretroide y organofosforado, por lo que
también podria considerarse un mecanismo de resistencia metabolica. Cabe destacar que,
en insectos, la GST se encarga del metabolismo de compuestos xenobidticos electrofilicos
como son los; organotiocianatos, organofosforados y 6xidos, por lo que se ha implicado
en la resistencia a insecticidas (Yu, 1996). El canal de sodio insensible, como actividad
mejorada de las enzimas metabolicas, particularmente las MFO y las esterasas, es el
mecanismo de resistencia a los piretroides (Li et al., 2006). Otro estudio realizado por
Guerrero et al., en 2006, muestra la ausencia de niveles significativos de resistencia del
sitio diana mediada por el alelo kdr, por lo que los mecanismos de resistencia metabélica
pueden ser una de las primeras lineas de defensa, disponibles por la mosca para responder
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a la exposicion al insecticida, haciendo uso de enzimas con son las MFO, esterasas y las
GST.

Los resultados en este estudio, son similares a lo observado en otras especies de
dipteros como; la mosca doméstica (Musca domestica) (Zhang et al., 2010), diversas
especies de mosquitos (Cuamba et al., 2010; Low et al., 2013; Denlinger et al., 2015) y en
insectos, como lo reportado por Santo-Orihuela et al., en 2017 en Bolivia, donde se ha
visto un incremento en la produccion de esterasas posterior a la exposicion a piretroides
en poblaciones de Triatoma infestans, incrementando la actividad de monooxigenasas y

esterasas, lo que podria indicar su participacion en la resistencia.

Por otro lado, la fosfatasa es una enzima digestiva que participa en la
desfosforilacion de los grupos fosfato (Moss, 1992). En ecotoxicologia, esta enzima puede
servir como indicador de intoxicacién (Mazorra et al., 2002). En los insectos expuestos a
pesticidas, se puede observar un incremento en la actividad de esta enzima, ya que
participa en la detoxificacion de estos compuestos (Aguilera et al., 2015). Hoy en dia no
hay estudios en la especie H, irritans en el que se utilice a la fosfatasa alcalina, como un
biomarcador. Bounias et al., en 1996, reportd la actividad de fosfatasa alcalina en una
poblacion de la abeja (Apis mellifera), expuesta a un tratamiento de cobre y Badiou-
Bénétau et al., en 2012, evalu6 también en la abeja, la actividad de esta enzima posterior
a la exposicion a pesticidas de la familia neonicotinoide, observando modificacion en la
actividad enzimatica en las expuestas. Por lo que es importante el aporte de los resultados

de este estudio, como registro del uso de esta enzima como biomarcador en H. irritans.

A pesar de que se sabe que la anaplasmosis y la babesiosis bovina, son transmitidas
por artropodos y que en paises endémicos tienen un impacto econémico importante en la
pecuaria (Ola-Fadunsin et al., 2018; Ozubek et al., 2018), pocos estudios han evidenciado
la presencia de estos hemoparasitos en dipteros, como son; en algunas especies de tabanos,
en Stomoxys calcitrans (SaeTieo et al., 2020; Hornok et al., 2008) y en Haematobia
irritans (Ferreira et al., 2019,), estas dos Ultimas pertenecientes a la familia muscidae
(Torres et al., 2012). En México, se estima que aproximadamente el 75% del ganado
bovino se encuentra en riesgo de contraer babesiosis, especialmente en regiones tropicales

y subtropicales (Esteve-Gasent et al., 2020).
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Ademas, se tiene una tasa de seropositividad que va del 20% al 96% en distintas
regiones ganaderas de Nayarit y Veracruz (Fernandez et al., 1995; Santamaria, 2012).

De acuerdo con los resultados mostrados en este estudio (Tabla 4), se puede
observar la presencia de Babesia spp. en las poblaciones de mosca estudiadas de Linares
y Montemorelos con un 29% y 14% respectivamente, similares a los encontrados en el
estudio realizado por Ferreira et al., en 2019, donde demostraron la presencia de Babesia
bovis en dos poblaciones de moscas H. irritans en la region de la amazona oriental en

Brazil, con un 9.3% (22/366) de muestras positivas.

Por otro lado, las poblaciones de General Bravo y Marin presentaron un 100% de
positividad. Se sabe que el principal vector de la babesiosis en el ganado bovino es la
garrapata del género Rhipicephalus subgénero (Boophilus) (Vanazzi et al., 2020; Rojas et
al., 2011; Figueroa et al., 2015; Ferreira et al., 2019). Debido a esto, es importante
mencionar que, al momento de la colecta de las diferentes poblaciones, el rancho de
Montemorelos contaba con muy poca infestacion de garrapata, mientras que los ranchos
de Linares, Marin y General Bravo, presentaban altas infestaciones, ademas de que
contaban con un historial de presencia de Tristeza Parasitaria Bovina, lo que puede indicar
una relacién en la presencia de Babesia spp., en la mosca, debido a su hematofagia en
bovinos infestados por garrapata y poder actuar como vector mecanico de dicho patdgeno,
sin embargo, no existen estudios de la deteccion de Babesia spp., en moscas H. irritans
en México, siendo este el primer estudio en determinar la presencia de este hemoparasito
en esta mosca a nivel nacional. Por otro lado, en México la anaplasmosis asciende a mas
del 50%, causando la muerte de alrededor de 50,000 y 100,000 animales por afio (Brayton,
2012), en la deteccidn de Anaplasma marginale (Tabla 4), solo la poblacién del municipio

de Marin resulté positiva con un 40% (2/5).

En el mismo estudio realizado por Ferreira et al., en 2019, se reporté un 11.4%
(27/236) de moscas positivas a A. marginale. En México, solo existe un reporte de A.
marginale en moscas hematdfagas, especificamente en la especie S. calcitrans (mosca de
los establos) siendo este en Aguascalientes, donde se reporta un 16.66% de moscas

positivas (Bautista et al., 2018).
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La diferencia de la presencia de los dos diferentes patogenos en las diferentes
poblaciones colectadas de H. irritans, puede estar influenciada por la aplicacion de
tratamientos contra la anaplasmosis en los animales, ya que los ganaderos en todos los
ranchos llevan a cabo la aplicacion de tratamientos con antibioticos, en especial con
tetraciclinas al ver la aparicion de signos clinicos, sin saber diferenciar entre babesiosis y
anaplasmosis. Cabe destacar que estudios en Tamaulipas, demuestran en los bovinos una

prevalencia del 80% para babesiosis y 10 % para anaplasmosis (SAGARPA, 2013).
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10. CONCLUSION

En todas las poblaciones, se presentd una menor de eficacia de los piretroides en
comparacion con los organofosforados, sin embargo, en solo General Bravo y
Montemorelos, cumplieron con lo establecido en la NOM 006-ZO0O 1993. En todas las
poblaciones de moscas, se presentd actividad enzimatica. En todas las poblaciones
analizadas de H. irritans, se ve una mayor tasa de infeccién en la frecuencia con Babesia
spp., en comparacion con A. marginale. En base a lo anterior, es importante llevar a cabo
una adecuada aplicacién de tratamientos para el control de H. irritans. El organofosforado
aun presenta efecto, sin embargo, este debe rotarse con otros métodos de control, con el
fin de evitar poblaciones resistentes que pudieran participar mecénicamente en la

propagacion de hemoparasitos como A. marginale y Babesia spp.
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