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Caracterización de la resistencia a insecticidas
organofosforados, carbamatos y piretroides en Culex
quinquefasciatus del Estado de Miranda, Venezuela

Lic. Juan A Bisset,1 Lic. María Magdalena Rodríguez,2 Lic. Cristina Díaz3 y Téc. Lázaro Alain Soca4

RESUMEN

La resistencia a los insecticidas organofosforados malatión  y  clorpirifos  resultó  ser  mayor de 30 x, y la resistenciatil-
-pirimifos, fentión (OPs), cipermetrina, deltametrina, permetrina y lambdacialotrina (piretroides) y DDT (organoclo
resultó ser menor de 4x en Culex quinquefasciatus de Miranda, Venezuela. Se investigaron los mecanismos de resistencia c
sinergista piperonil butóxido (PB, enzimas oxidasas de función múltiple) y S,S,S tributil fosfotritiado (DEF, inhibidor d
enzimas esterasas). Las enzimas oxidasas de función múltiple no jugaron una función significante en la resistencia a inas
organofosforados, y 1 carbamato, las esterasas resultaron sólo mecanismos de resistencia a malatión y clorpirifos (OPsco
insecticida piretroide que resultó afectado por el DEF y PB fue la cipermetrina. Las pruebas bioquímicas revelaron muy baja
frecuencia del mecanismo de acetilcolinesterasa alterada (0,13). La frecuencia de esterasas resultó elevada (1). Las eleesis
revelaron los fenotipos de esterasas B1, A6 y B6.

Descriptores DeCS: RESISTENCIA A INSECTICIDA; INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS; REACCIONES
BIOQUIMICAS; AEDES.
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2 Licenciada en Bioquímica. Investigadora Agregada.
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4 Técnico en Farmacia Industrial.

El dengue y su forma severa, fiebre hemorrág
del dengue (FHD) constituyen un problema de sa
creciente en muchos países de Latinoamérica
las Américas la FDH apareció en Cuba con 344 
casos y 158 muertos,1 seguido por Venezuela e
1989 con 12 000 casos de los cuales 3 108 fu
FHD. Cada año en Venezuela se continú
reportando casos de dengue y FHD.2 El control de
la enfermedad se ha logrado mediante el contro
vector Aedes aegypti.

Por la necesidad de erradicar el A. aegypti en
Venezuela, se han realizado trabajos sobre
susceptibilidad y/o resistencia a los diferentes gru
de insecticidas químicos, así como sus mecanis
de resistencia.3 En Cuba, el control de esta espe
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en los criaderos urbanos facilitó el reempl
interespecífico de esta especie por Culex
quinquefasciatus.4 El control de esta especie 
los criaderos urbanos no reduce significativam
las densidades de C. quinquefasciatus.

Culex quinquefasciatus Say, 1823, además 
ser un mosquito que causa molestias al hombr
un importante vector de la filariasis de Bancorft
desempeña una función importante en la transm
de algunas encefalitis.5 Es uno de los mosquitos q
mejor se ha adaptado a las más diversas condic
y modalidades del hábitat humano.6 Este estudio tien
2 objetivos: caracterización del estado de
resistencia a insecticidas organofosforad
carbamatos y piretroides en Culex quinque
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fasciatus de Venezuela y la identificación de l
mecanismos responsables de la resistencia.

MÉTODOS

Se utilizaron 2 cepas de mosquitos:

– Miranda: una cepa de Culex quinquefasciatu
obtenida de Miranda, Venezuela en 199
mantenida en el laboratorio sin presión 
selección.

– S-Lab: una cepa de Culex quinquefasciatu
procedente de UC, Riverside, California, utiliza
como cepa susceptible de referencia.

En los bioensayos se emplearon 5 réplica
cada concentración de insecticida (20 larvas
réplica), las cuales causaron entre un 2 y 98 %
mortalidad. Todas las soluciones se ajustaron 
volumen final de 1 mL con acetona. Es
concentración de acetona no causó mortalida
los controles.

La acción de los sinergistas se determ
exponiendo las larvas a concentraciones suble
de DEF (0,4 mL de 1 ppm) y el PB (0,8 mL 
0,1 ppm) durante 4 h previo a la adición de 
insecticidas. La lectura de las mortalidades se re
a las 24 h, se hallaron la CL50 y la CL90 a través de
un programa Probit-log.7

Las pruebas bioquímicas se realizaron en la
de cuarto estadio, las muestras fue
homogeneizadas en 200 mL de Buffer fosfato
(0,02 M; pH 7,5) a 4 EC de temperatura. 
determinó la actividad de la acetilcolinester
(AchE) normal e inhibida con propoxur según
método de Hemingway.8

La actividad de las esterasas se determ
individualmente en las larvas según el método
Peiris & Hemingway.9

Se determinó en ambos casos la frecuenci
los genes de la resistencia según la fórmula
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se realizó electroforesis en gel de poliacrilam
(PAGE) para la identificación de las esterasas
se utilizó gel concentrador, sólo  un  gel  de  cor
de  7,5 %. Se aplicaron 10 mL de muestra + 10 mL d
marcador xilen cianol (100 mL de xilen cianol 1
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en 50 mL de sacarosa 5 %). La corrida se reali
200 V durante 1 h aproximadamente.

Para la coloración se sumergieron los gele
50 mL de buffer fosfato que contenía 4 mL de ca
uno de los sustratos inespecíficos   de   las   este
(α-naftilacetato   y   de  β-naftilacetato), y se añadi
0,5 g del colorante fast-blue RR. El gel se sume
en ácido al 10 % para fijar la coloración de 
bandas.

RESULTADOS

La cepa susceptible de referencia S-lab 
probada para todos los insecticidas orga
fosforados, para el carbamato propoxur y
organoclorado DDT (tabla 1) y se utilizó para
cálculo de los valores de FR50 y FR90 de la cepa de
Miranda, Venezuela.

TABLA 1 . Valores de concentraciones letales (CL50 y CL90)
calculados para 4 insecticidas organofosforados (malat
clorpirifos, metil-pirimifos y fentión), 4 piretroides (cipermetrin
deltametrina, permetrina y lambdacialotrina), 1 carbam
(propoxur) y el organoclorado DDT, en la cepa de Culex
quinquefasciatus S-Lab.

                                    CL50                     CL90

Insecticida                   (ppm)                  (ppm)              b

Malatión 0,0139 0,06 2,01
Clorpirifos 0,00032 0,00079 3,24
Metil-pirimifos 0,064 0,122 4,55
Fentión 0,031 0,054 5,30
Cipermetrina 0,0016 0,0119 1,45
Deltametrina 0,00023 0,001 1,974
Permetrina 0,0055 0,014 3,03
Lambdacialotrina 0,0053 0,013 3,13
Propoxur 0,778 1,396 5,049
DDT 1,38 21,01 1,083

b: Valores de la pendiente de la línea de regresión Probit-log

Resistencia a insecticidas organofosforados
la tabla 2 se muestra el factor de resistencia (FR50 y
FR90 calculado a partir de los valores de CL50 y
CL

90
 respectivamente, para los insecticid

organofosforados malatión, metil-pirimifos, clorpirif
y fentión. Se observaron valores de resisten
mayores que 30X para el malatión y clorpirifos, co
valores de 33,81 y 34,87 respectivamente,
embargo, se observó resistencia baja con va
menores que 5X para metil-pirimifos y fentión, con
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TABLA 2. Valores de concentraciones letales  (CL50 y CL90 observados en una cepa de Culex
quinquefasciatus procedentes de Miranda, Venezuela, y valores del factor de resistencia 
correspondiente (FR50 y FR90), para 4 insecticidas (malatión, metil-pirimifos, fentión y clorpirifos
4 piretroides (cipermetrina, deltametrina, permetrina y lambdacialotrina), 1 carbamato (prop
y 1 organoclorado DDT

                                             CL50                                    CL90

Insecticida                           (ppm)                FR50                 (ppm)                FR90              b

Malatión 0,47 33,81 0,66 11,0 8,69
Clorpirifos 0,011 34,37 0,022 27,84 4,13
Metil-pirimifos 0,093 1,453 0,161 1,32 5,34
Fentión 0,068 2,19 0,169 3,12 3,25
Cipermetrina 0,0028 1,79 0,012 1,0 1,96
Deltametrina 0,00072 3,13 0,0026 2,6 2,31
Permetrina 0,0092 1,67 0,02 1,37 3,8
Lambdacialotrina 0,001 0,18 0,0028 0,21 2,99
Propoxur 2,82 3,62 10,99 7,87 2,17
DDT 0,21 0,15 1,12 0,053 1,76

b: Valores de la pendiente de la recta de regresión.
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valores de FR50 de 1,45X y 2,19X respectivamente
Los valores altos de las pendientes (b), observa
para todos los organofosforados indicaron que 
poblaciones homogéneas para la resistencia.

Resistencia a insecticidas piretroides. En la
bla 2 también se muestran los niveles 
susceptibilidad y/o resistencia para los insectici
piretroides cipermetrina, deltametrina, permetrin
lambdacialotrina. Se observó resistenc
relativamente baja, menor que 5X para cipermetrina
deltametrina y permetrina, con valores de FR50 de
1,79; 3,13 y 1,67 respectivamente, no se obse
resistencia a lambdacialotrina (0,18X), además, los
valores altos de la pendiente indican que s
poblaciones muy homogéneas y estables par
resistencia.
s
n

-

s

ó

la

No se observó resistencia al insectici
organoclorado DDT en la cepa de C. quinque-
fasciatus de Venezuela.

Determinación in vivo del mecanismo 
resistencia de oxidasas de función múltiple. Se
realizaron las pruebas con sinergistas para todo
insecticidas aun cuando la resistencia resultó m
que 5, para conocer sus mecanismos respons
(tabla 3). Las enzimas oxidasas de función múlt
OFM constituyen un mecanismo de resistencia p
el insecticida piretroide cipermetrina con un va
de 28 X. Los valores del factor de sinergismo (F
menores que 5 para el resto de los insectic
organofosforados y piretroides indicaron que 
OFM juegan un insignificante o escaso papel e
resistencia a estos insecticidas.
ta

 b
TABLA 3.  Valores de CL50 y CL90 y factor de sinergismo (FS), con la utilización del sinergis
piperonil butóxido (PB) en Culex quinquefasciatus de Miranda, Venezuela

                                                    CL50                                              CL90

Insecticida                                 (mg/L)                  FS                      (mg/L)                      

Malatión 0,287 1,63 0,624 3,79
Metil-pirimifos 0,096 0,96 0,182 4,61
Clorpirifos 0,0057 1,92 0,0097 5,52
Fentión 0,028 2,42 0,05 5,12
Deltametrina 0,00065 1,10 0,0028 2,008
Cipermetrina 0,0001 28,0 0,00069 1,52
Permetrina 0,0063 1,46 0,015 3,33
Lambdacialotrina 0,0037 0,27 0,06 1,059
Propoxur 0,877 3,21 1,68 4,53
DDT 0,412 0,50 2,52 1,62

FS = CL
50

 del insecticida/CL
50

 del insecticida + sinergista PB.
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TABLA 4. Valores de CL
50

 y CL
90

, y factor de sinergismo (FS), con la utilización del sinergi
S,S,S tributil fosfotritiado (DEF) en Culex quinquefasciatus de Miranda, Venezuela

                                                  CL
50

                                                 CL
90

Insecticida                               (mg/L)                   FS                       (mg/L)                      

Malatión 0,168 17,0 0,431 3,129
Metil-pirimifos 0,039 2,38 0,0092 3,48
Clorpirifos 0,00025 44,0 0,00048 4,52
Fentión 0,041 1,65 0,137 2,46
Deltametrina 0,00042 1,71 0,0014 2,40
Cipermetrina 0,00007 4,0 0,00023 2,51
Permetrina 0,0028 3,28 0,0089 2,53
Lambdacialotrina 0,00039 2,56 0,0018 1,89
Propoxur 1,17 2,41 2,65 3,63
DDT 0,832 0,25 8,38 1,27

FS = CL
50

 del insecticida/ CL
50

 del insecticida + sinergista PB.
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Determinación in vivo del mecanismo d
resistencia de esterasas. Se utilizó el sinergista
S,S,S tributil fosfotritiado (DEF), los valores d
factor de sinergismo (tabla 4) resultaron eleva
sólo para malatión y clorpirifos, con valores de 1X

y 44X, respectivamente. Sin embargo, para me
pirimifos y fentión se observaron valores muy ba
FS= 2,38 y 1,65 respectivamente, lo cual nos ind
que las esterasas desempeñan una fun
importante en la resistencia en Culex
quinquefasciatus de Venezuela a los insecticida
malatión y clorpirifos, metil-pirimifos y fentión no
se ven afectados por este mecanismo de resiste

Las esterasas no juegan una función importa
en la resistencia piretroide con valores de 
menores que 5, ni tampoco resultó afectado por
mecanismo el insecticida carbamato propo
(FS=2,41).

Determinación in vitro de la frecuenci
genotípica de los mecanismos de resistencia
esterasas y acetilcolinesterasas. El valor de
frecuencia de esterasas resultó elevado (1), no
para la AchE (0,3). Estos resultados explican
resistencia observada a los diferentes grupos
insecticidas probados, afectados por es
mecanismos de resistencia (por ejemplo la b
resistencia propoxur está bien relacionada co
baja frecuencia de AchE), la alta frecuencia 
esterasas explica también la alta resisten
observada a malatión y clorpirifos.

En la electroforesis se revelaron 3 fenotipos
esterasas B1, A6 y B6, estas esterasas apar
como mecanismo de resistencia en Culex
a
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e

te

e

sí
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a

a

en

Fig. Esterasas presentes (B1-A6-B6) en una cepa de Culex
quinquefasciatus, procedentes de Miranda, Venezuela.

quinquefasciatus de Cuba,10-14 de Colombia y
Brasil (datos sin publicar), aunque la actividad 
estas esterasas en el gel de poliacrilamida es mu
mayor que la actividad observada en la cepa
Miranda, Venezuela. Al presentarse estas ester
a baja actividad en la cepa Miranda pudie
explicarse el bajo valor de FS observado c
insecticidas piretroides (fig.).

DISCUSIÓN

Los valores de resistencia observados en la c
de Miranda, Venezuela a insecticida
organofosforados pueden ser el resultado de
actuales medidas de control de vectores 
Venezuela, que incluyen el uso de organofosfora
para el control de larvas, y malatión en nebulizac
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térmica, y ultra bajo volumen para el control 
adultos, lo cual ha generado genes de resiste
que al parecer no ofrecen resistencia cruza
metil-pirimifos y fentión. Estos 2 insecticidas O
pueden ser aun efectivos para el control de 
especie en Venezuela. En trabajos realizado
Cuba,10-12 dentro de los insecticida
organofosfora-dos probados metil-pirimif
resultó ser el de más baja resistenc
recomendándose también como insectic
alternativo para el control.

En los últimos 4 años se han incorpora
insecticidas piretroides en los programas de con
de vectores en Venezuela. En estudios realiz
en Aedes aegypti de Miranda, Venezuela, s
encontró también  que no existió resistencia
insecticida piretroide lambdacialotrina,3 lo cual indica
que puede ser muy útil para el control de vecto
en Venezuela ya sea individual o alternado, 
ejemplo, con insecticidas orgafosforados como m
pirimifos y fentión.

No se encontró resistencia cruzada a DDT,
embargo, Aedes aegypti en Venezuela mostr
resistencia a este insecticida,13 ya que el uso de
DDT se suspendió al principio de los años 60, p
se continúa utilizando en el control de vectores
otras enfermedades endémicas, como por eje
malaria.

En estudios realizados en Culex
quinquefasciatus de Cuba se han reportado a 
OFM como mecanismo de resistencia tanto p
insecticidas organofosforados como piretroides,
valores elevados de FS, los valores más elevad
observan para cipermetrina.11,12

Está bien establecido que el mecanismo
resistencia al organoclorado DDT lo constituye
enzima de hidroclorinasa que hidroliza el DDT
DDE, se demostró que la OFM no constitu
mecanismo de resistencia a este insecticida.

Las esterasas no constituyen un mecanism
resistencia a metil-pirimifos, similares resultado
han observado en cepas cubanas de C. quique-
fasciatus11,12 donde las esterasas constituy
mecanismos de resistencia para malatió
clorpirifos, pero no para metil-pirimifos.

En trabajos realizados en C. quinquefasciatu
de Cuba, se ha asociado la resistencia a piretro
deltametrina, lambdacialotrina y cipermetrina co
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mecanismo de esterasas a través del us
sinergistas.11,12

Se ha determinado con certeza que la resiste
al insecticida propoxur es debida al mecanismo
la acetilcolinesterasa modificada (AchE).10

Los resultados obtenidos en la cepa Miranda
coinciden con los obtenidos en las cepas de Culex
quinquefasciatus de Cuba, Colombia y Brasi
donde se asocian la aparición de las esterasas
B6 asociadas con la B1, con la resistenci
insecticidas piretroides, debido al alto valor 
sinergismo observado con estos insecticidas y D

En Cuba, mientras existió en las poblacio
cubanas B1 solamente no se había repor
resistencia piretroide.10 Estas 2 esterasas aparec
en Cuba después de 1986, cuando el malatión
reemplazado por el uso de insecticidas piretroi
Si la presencia de estas esterasas B1, A6 y B
poblaciones de Culex quinquefasciatus de países
de América Latina es el resultado de la presión
selección con insecticidas o se debe a migració
una interrogante actual.

La aparición de estas esterasas, aunque a
efectividad representa un problema, si no
comienza a utilizar un insecticida organofosfora
alternado con piretroides, para de esta forma e
que la resistencia a piretroides se convierta e
fenómeno irreversible, ya que estas esterasas 
B6 que comienzan a manifestarse en Venezue
baja actividad son las mismas esterasas, al pa
responsables de la resistencia a piretroides en C
Colombia, Brasil, Trinidad y puede resultar para
Américas también.

Se  recomienda  el   uso   alternado  de   m
-pirimifos, un insecticida organofosforado n
afectado por el mecanismo de resistencia
esterasas inespecíficas (específicamente B1, 
B6) con piretroides para retardar o dilatar la aparic
de resistencia a estos insecticidas en Venezue

SUMMARY

Resistance of Culex quinquefasciatus from Miranda, Venezuela to
the organophosphate insecticides malathion  and chlorpirifos
higher than 30 x whereas resistance to pyrethroids metylpirim
fention, cipametrine, deltametrine, permetrine a
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