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Caracterizacion de la resistencia a insecticidas
organofosforados, carbamatos y piretroides erCulex
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RESUMEN

La resistencia a los insecticidas organofosforados malation y clorpirifos resulté ser mayor de 30 X, y la resistéhcia a me
-pirimifos, fentién (OPs), cipermetrina, deltametrina, permetrina y lambdacialotrina (piretroides) y DDT (organoclorado)
resultd ser menor de 4x eBulex quinquefasciatude Miranda, Venezuela. Se investigaron los mecanismos de resistencia con el
sinergista piperonil butéxido (PB, enzimas oxidasas de funcién mdltiple) y S,S,S tributil fosfotritiado (DEF, inhibidor de las
enzimas esterasas). Las enzimas oxidasas de funcién mdltiple no jugaron una funcién significante en la resistenciaaa insecticid
organofosforados, y 1 carbamato, las esterasas resultaron sélo mecanismos de resistencia a malation y clorpirifos @Ps). El Uni
insecticida piretroide que resulté afectado por el DEF y PB fugparmetrina Las pruebas bioquimicasevelaron muy baja
frecuencia del mecanismo de acetilcolinesterasa alterada (0,13). La frecuencia de esterasas resulto elevada (1). leméselectrofor
revelaron los fenotipos de esterasas B1, A6 y B6.

Descriptores DeCS:RESISTENCIA A INSECTICIDA; INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS; REACCIONES
BIOQUIMICAS; AEDES.

El dengue y su forma severa, fiebre hemorragicaen los criaderos urbanos facilité el reemplazo
del dengue (FHD) constituyen un problema de saludinterespecifico de esta especie p@ulex
creciente en muchos paises de Latinoamérica. Emuinquefasciatu$.El control de esta especie en
las Ameéricas la FDH aparecié en Cuba con 344 000Qos criaderos urbanos no reduce significativamente
casos y 158 muertdsseguido por Venezuela en las densidades d€. quinquefasciatus.

1989 con 12 000 casos de los cuales 3 108 fueron  Culex quinquefasciatuSay, 1823, ademas de
FHD. Cada afio en Venezuela se contindanser un mosquito que causa molestias al hombre, es
reportando casos de dengue y FHE).control de  un importante vector de la filariasis de Bancorfti, y
la enfermedad se ha logrado mediante el control detlesempefia una funcién importante en la transmision
vector Aedes aegypti. de algunas encefalitt€s uno de los mosquitos que

Por la necesidad de erradicarfelaegyptien mejor se ha adaptado a las mas diversas condiciones
Venezuela, se han realizado trabajos sobre lay modalidades del habitat humédrigste estudio tiene
susceptibilidad y/o resistencia a los diferentes grupos? objetivos: caracterizacion del estado de la
de insecticidas quimicos, asi como sus mecanismogesistencia a insecticidas organofosforados,
de resistencidEn Cuba, el control de esta especie carbamatos y piretroides edulex quinque-
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fasciatusde Venezuela y la identificacion de los en 50 mL de sacarosa 5 %). La corrida se realiz6 a
mecanismos responsables de la resistencia. 200 V durante 1 h aproximadamente.
Para la coloracién se sumergieron los geles en
50 mL debufferfosfato que contenia 4 mL de cada

METODOS uno de los sustratos inespecificos de las esterasas
(a-naftilacetato y d@-naftilacetato), y se afiadio
Se utilizaron 2 cepas de mosquitos: 0,5 g del colorante fast-blue RR. El gel se sumergié

en 4cido al 10 % para fijar la coloracién de las
— Miranda: una cepa d€ulex quinquefasciatus bandas.
obtenida de Miranda, Venezuela en 1995 y
mantenida en el laboratorio sin presion de
seleccion. RESULTADOS
— S-Lab: una cepa d€ulex quinquefasciatus
procedente de UC, Riverside, California, utilizada ~ La cepa susceptible de referencia S-lab fue
como cepa susceptible de referencia. probada para todos los insecticidas organo-
fosforados, para el carbamato propoxur y el
En los bioensayos se emplearon 5 réplicas dedrganoclorado DDT (tabla 1) y se utiliz6 para el
cada concentracion de insecticida (20 larvas porcalculo de los valores de ER FR, de la cepa de
réplica), las cuales causaron entre un 2 y 98 % déVliranda, Venezuela.
mortalidad. Todas las soluciones se ajustaron a un .
volumen final de 1 mL con acetona. Esta g7 o 0, SCtieinari S8 B8 ratation.
concentracion de acetona no caus6 mortalidad eRiorpirifos, metil-pirimifos y fentién), 4 piretroides (cipermetrina,

los controles. deltametrina, permetrina y lambdacialotrina), 1 carbamato

.. . . ., (propoxur) y el organoclorado DDT, en la cepa @alex
La accion de los sinergistas se determino y;inquefasciatuss-Lab.

exponiendo las larvas a concentraciones subletales

de DEF (0,4 mL de 1 ppm) y el PB (0,8 mL de i G- Ch
! N Insecticida (ppm) (ppm) b
0,1 ppm) durante 4 h previo a la adicion de los
insecticidas. La lectura de las mortalidades se realizd/alation 0,0139 0,06 2,01
£ Clorpirifos 0,00032 0,00079 3,24
alas 24 h, se hallaron la Gly la CL,a través de o biimifos 0,064 0.122 455
un programa Probit-log. Fention 0,031 0,054 5,30
Las pruebas bioguimicas se realizaron en larvagipermetrina 0,0016 0,0119 1,45
d t tadi | t f Deltametrina 0,00023 0,001 1,974
e cuarto estadio, las muestras fueronpemetina 0.0055 0,014 303
homogeneizadas en 200 mL daffer fosfato Lambdacialotrina  0,0053 0,013 3,13
. Propoxur 0,778 1,396 5,049
(0,02 M; pH7,5) a 4 EC de temperatura. Se DDT 138 2101 1083

determiné la actividad de la acetilcolinesterasa
(AchE) normal e inhibida con propoxur segfm e| b: Valores de la pendiente de la linea de regresion Probit-log.
método de Hemingwéy.
La actividad de las esterasas se determiné
individualmente en las larvas segun el método de  Resistencia a insecticidas organofosforados. En
Peiris & Hemingway. la tabla 2 se muestra el factor de resistencig,(FR
Se determiné en ambos casos la frecuencia dé R, calculado a partir de los valores de Cl
los genes de la resistencia segdn la formula deCL , respectivamente, para los insecticidas
equilibrio de Hardy-Weinberg. organofosforados malation, metil-pirimifos, clorpirifos
Se realizo electroforesis en gel de poliacrilamiday fention. Se observaron valores de resistencia
(PAGE) para la identificacion de las esterasas, nomayores que 30para el malation y clorpirifos, con
se utilizé gel concentrador, sélo un gel de corridavalores de 33,81 y 34,87 respectivamente, sin
de 7,5 %. Saplicaron 10 mL de muestra + 10 mL del embargo, se observo resistencia baja con valores
marcador xilen cianol (100 mL de xilen cianol 1 % menores quexspara metil-pirimifos y fention, con
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TABLA 2. Valores de concentraciones letales () CLy, observados en una cepa Gelex
quinquefasciatupprocedentes de Miranda, Venezuela, y valores del factor de resistencia (FR)
correspondiente (FRy FR,), para 4 insecticidas (malation, metil-pirimifos, fention y clorpirifos),

4 piretroides (cipermetrina, deltametrina, permetrina y lambdacialotrina), 1 carbamato (propoxur)
y 1 organoclorado DDT

GL GL
Insecticida (ppm) FR (ppm) FR b
Malatiéon 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
Fention 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 regresion.
valores de FR de 1,45y 2,1% respectivamente. No se observod resistencia al insecticida

Los valores altos de las pendientes (b), observadosrganoclorado DDT en la cepa @ quinque-
para todos los organofosforados indicaron que sorfasciatusde Venezuela.
poblaciones homogéneas para la resistencia. Determinacion in vivo del mecanismo de
Resistencia a insecticidas piretroides. En la ta-resistencia de oxidasas de funcion maultipge
bla 2 también se muestran los niveles derealizaron las pruebas con sinergistas para todos los
susceptibilidad y/o resistencia para los insecticidasinsecticidas aun cuando la resistencia resulto menor
piretroides cipermetrina, deltametrina, permetrinay que 5, para conocer sus mecanismos responsables
lambdacialotrina. Se observd resistencia (tabla 3). Las enzimas oxidasas de funcion multiple
relativamente baja, menor quegara cipermetrina, OFM constituyen un mecanismo de resistencia para
deltametrina y permetrina, con valores de R el insecticida piretroide cipermetrina con un valor
1,79; 3,13 y 1,67 respectivamente, no se observdle 28x. Los valores del factor de sinergismo (FS)
resistencia a lambdacialotrina (0x)8ademas, los menores que 5 para el resto de los insecticidas
valores altos de la pendiente indican que sonorganofosforados y piretroides indicaron que las
poblaciones muy homogéneas y estables para |I®FM juegan un insignificante o escaso papel en la
resistencia. resistencia a estos insecticidas.

TABLA 3. Valores de CL, y CL,, y factor de sinergismo (FS), con la utilizacion del sinergista
piperonil butéxido (PB) erCulex quinquefasciatude Miranda, Venezuela

£L gL
Insecticida (mg/L) FS (mg/L) b
Malatién 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
Fention 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,, del insecticida/C|; del insecticida + sinergista PB.
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TABLA 4. Valores de Cl y CL_, y factor de sinergismo (FS), con la utilizacion del sinergista
S,S,S tributil fosfotritiado (DEF) e@ulex quinquefasciatude Miranda, Venezuela

oL gL

Insecticida (mglL) FS (mg/L) b
Malatién 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
Fentién 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, del insecticida/ Cl; del insecticida + sinergista PB.

Determinacion in vivo del mecanismo de quinquefasciatusde Cuba?!* de Colombia y
resistencia de esterasaSe utilizé el sinergista Brasil (datos sin publicar), aunque la actividad de
S,S,S tributil fosfotritiado (DEF), los valores del estas esterasas en el gel de poliacrilamida es mucho
factor de sinergismo (tabla 4) resultaron elevadosmayor que la actividad observada en la cepa de
sélo para malatién y clorpirifos, con valores de 17 Miranda, Venezuela. Al presentarse estas esterasas
y 44x, respectivamente. Sin embargo, para metil-a baja actividad en la cepa Miranda pudiera
pirimifos y fentién se observaron valores muy bajos explicarse el bajo valor de FS observado con
FS=2,38Yy 1,65 respectivamente, lo cual nos indicainsecticidas piretroides (fig.).
gue las esterasas desempefian una funcion
importante en la resistencia enCulex
guinquefasciatugle Venezuela a los insecticidas
malation y clorpirifos, metil-pirimifos y fention no
se ven afectados por este mecanismo de resistenci

Las esterasas no juegan una funcién importante
en la resistencia piretroide con valores de FS
menores que 5, ni tampoco resulté afectado por est: — e - -
mecanismo el insecticida carbamato propoxur
(FS=2,41).

Determinacién in vitro de la frecuencia
genotipica de los mecanismos de resistencia de
esterasas y acetilcolinesterasasl valor de
frecuencia de esterasas resulté elevado (1), N0 asiiy. Esterasas presentes (B1-A6-B6) en una cepLudiex
para la AchE (0,3). Estos resultados explican laauinquefasciatusprocedentes de Miranda, Venezuela.
resistencia observada a los diferentes grupos de
insecticidas probados, afectados por estos )
mecanismos de resistencia (por ejemplo la bajaDISCUSION
resistencia propoxur esta bien relacionada con la
baja frecuencia de AchE), la alta frecuencia de  Los valores de resistencia observados en la cepa
esterasas explica también la alta resistenciade Miranda, Venezuela a insecticidas
observada a malation y clorpirifos. organofosforados pueden ser el resultado de las

En la electroforesis se revelaron 3 fenotipos deactuales medidas de control de vectores en
esterasas B1l, A6 y B6, estas esterasas aparecafenezuela, que incluyen el uso de organofosforados
como mecanismo de resistencia &ulex para el control de larvas, y malation en nebulizacion
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térmica, y ultra bajo volumen para el control de mecanismo de esterasas a través del uso de
adultos, lo cual ha generado genes de resistenciginergistag! 2

que al parecer no ofrecen resistencia cruzada a Se ha determinado con certeza que la resistencia
metil-pirimifos y fention. Estos 2 insecticidas OP g insecticida propoxur es debida al mecanismo de
pueden ser aun efectivos para el control de estgg scetilcolinesterasa modificada (ACHE).

especie en Venezuela. En trabajos realizados en | os resultados obtenidos en la cepa Miranda no
Cubaj*t? dentro de los insecticidas cginciden con los obtenidos en las cepa€diex
orgaanosfora-dos prot?ados _metll-p_lrlmlfo_s quinquefasciatusde Cuba, Colombia y Brasil,
resulto ser el de mas baja resistencia, y,n4e se asocian la aparicion de las esterasas A6 y
r?come_ndandosle tambllen como |nsect|C|daBG asociadas con la B1, con la resistencia a
alternativo para ef control. insecticidas piretroides, debido al alto valor de

En los ultimos 4 afios se han incorporado inergismo observado con estos insecticidas y DEF
insecticidas piretroides en los programas de controP €9 ) o y '
En Cuba, mientras existio en las poblaciones

de vectores en Venezuela. En estudios realizados b
en Aedes aegyptide Miranda, Venezuela, se cubanas Bl solamente no se habia reportado

encontré también que no existié resistencia gJresistencia piretroid¥.Estas 2 esterasas aparecen

insecticida piretroide lambdacialotrifts cual indica €1 Cuba después de 1986, cuando el malation fue
que puede ser muy Util para el control de vectoreg€emplazado por el uso de insecticidas piretroides.
en Venezuela ya sea individual o alternado, porSi 1a presencia de estas esterasas B1, A6y B6, en
ejemplo, con insecticidas orgafosforados como metil-poblaciones de€€ulex quinquefasciatude paises
pirimifos y fention. de América Latina es el resultado de la presion de
No se encontro resistencia cruzada a DDT, sinseleccion con insecticidas o se debe a migracion, es
embago, Aedes aegypten Venezuela mostr6 una interrogante actual.
resistencia a este insecticitfayja que el uso del La aparicion de estas esterasas, aunque a baja
DDT se suspendio al principio de los afios 60, peroefectividad representa un problema, si no se
se continGa utilizando en el control de vectores decomienza a utilizar un insecticida organofosforado
otras enfermedades endémicas, como por ejemplaiternado con piretroides, para de esta forma evitar
malaria. que la resistencia a piretroides se convierta en un

_En estudios realizados en Culex  fepngmeno irreversible, ya que estas esterasas A6y
quinquefasciatusle Cuba se han reportado a las gg que comienzan a manifestarse en Venezuela a

OFM _cc_)dmo mecanf|srrf10 dde resistencia ta_rcllto Pa8yaia actividad son las mismas esterasas, al parecer
Insecticidas organofosiorados como piretroides, COMresponsables de la resistencia a piretroides en Cuba,

valores eIevados.de FS, I(.)S \galores mas elevados S@olombia, Brasil, Trinidad y puede resultar para las
observan para cipermetrite: Américas también

Esta bien establecido que el mecanismo de . :
Se recomienda el uso alternado de metil-

e o s et oo o, un nseetcda organofosforado o
d afectado por el mecanismo de resistencia de

DDE, se demostro que la OFM no constituye gqierasas inespecificas (especificamente B1, A6 y
mecanismo de resistencia a este insecticida. B6) con piretroides para retardar o dilatar la aparicion

Las esterasas no constituyen un mecanismo de resistencia a estos insecticidas en Venezuela.
resistencia a metil-pirimifos, similares resultados se

han observado en cepas cubanasCdeuique-
fasciatus®!? donde las esterasas constituyen
mecanismos de resistencia para malation YSUMMARY
clorpirifos, pero no para metil-pirimifos.
En trabajos realizados € quinquefasciatus Resistance ofCulex quinquefasciatusom Miranda, Venezuela to
. . . . ., _the organophosphate insecticides malathion and chlorpirifos was
de Cuba, se ha asociado la resistencia a piretroide

) " . - ) ﬁigher than 30 x whereas resistance to pyrethroids metylpirimifos,
deltametrina, lambdacialotrina y cipermetrina con el fention, ~cipametrine, ~ deltametrine, permetrine  and
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lambdacyalotrine and to organochlorate DDT was lower than 4x. 6. Pérez VI. Los Ixddidos y Culicidos de Cuba. Su historia natural
Resistance mechanisms were analyzed with piperonyl butoxide y médica. La Habana: Universidad de La Habana, 1956:579.
synergist (multifunction oxidases) and S.S.S. phosphotrithiate 7. Raymond M. Presentation d’ un programme d’ analyse log-
tributyl (DEF, esterase inhibitor). Multifunction oxidases did not probit pour microordinateur. Cahiers Orston S'r. Ent M'd.
play a significant role in resistance to organophosphate insecticides  Parasitol 1985;23:117-21.
and carbamate; however, esterases were only mechanisms of 8. Hemingway J, Smith C. Field and laboratory detection of the
resistance to malathion and chlorpirifos. The only insecticide altered acetylcholinesterase resistance genes which confer
affected by DEF and PB was cipermetrine. Biochemical tests ~ Organophospahate and carbamate resistance in mosquitoes
revealed a very low frequency of the altered acetylcholinesterase _ (Diptera: Culicidae) Bull Ent Res 1986;76:559-65.
mechanism (0,13). Esterase frequencies were high (1). 9 Peiris HTR, Hemingway J. Mechanisms of insecticide
Electrophoresis exposed the B1, A6 and B6 esterase phenotypes. '€Sistance in a temephos select@dlex quinquefasciatus
(Diptera: culicidae) strain from Sri Lanka. Bull. Ent Res
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