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RESUMEN

Se realiz6 un estudio de los niveles de resistencia a 7 insecticidas: 3 compuestos organofosforados (malation, clorpirifos,
pirimifos metil), 1 carbamato (propoxur) y 3 piretroides (cipermetrina, deltametrina y lambdacialotrina) en 3 cBisttete
germanica(Linnaeus, 1767) colectadas en el terreno procedentes de la ciudad de Santiago de Cuba. En estas cepas se detectaron
altos niveles de resistencia a los insecticidas: malation, cipermetrina, deltametrina y lambdacialotrina; y bajo nivelnderesis

a pirimifosmetil; asi como, susceptibilidad a los insecticidas clorpirifos y propoxur en todas las cepas. Los nivelesnd@aresist

a los insecticidas organofosforados malation y pirimifos-metil, asi como a los compuestos piretroides probados (cipermetrina,
deltametrina y lambdacialotrina) podrian estar relacionados con la produccion incrementada de enzimas esterasas como mecanismo
de resistencia. El valor de la frecuencia de genes resistentes para la enzima acetilcolinesterasa fue muy bajo, por lo que la
acetilcolinesterasa modificada no esta involucrada en la resistencia a los insecticidas probados en las cepas oriemases estud

Descriptores DeCs: RESISTENCIA A INSECTICIDA; ORTOPTEROS; INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS;
INSECTICIDAS DE CARBAMATO; PIRETRINAS.

Blattella germanica(Linnaeus, 1767) (Dic- fendmeno se ha convertido en un problema
tyoptera: Blatellidae), es la especie de cucaracha fundamental que contribuye al fracaso de las
de mayor contacto con el hombre, prolifera  operaciones de control en muchos paises.
rapidamente y es una de las plagas urbanas mas Existe un amplio nimero de investigaciones
importantes en el mundo. Ademas de las molestias sobre resistencia a insecticidas en diversas zonas
que ocasiona, afecta la economia y se considera geograficas, pero en Cuba a pesar de utilizarse
de gran importancia médica pues transmite gran cantidad de insecticidas para el control de
innumerables organismos patdogenos como: virus, Blattella germanicase tiene muy poco conoci-
hongos, helmintos y bacterias; esta especie también miento sobre la resistencia desarrollada por este
es responsable de serias enfermedades alérgicas insecto a los insecticidas en uso y posibles
como el asma bronquial y la rinitis alérgica. alternativos. En un estudio realizado con cepas de

Ha sido muy dificil llevar a cabo el control de Blattella germanicacolectadas en 2 municipios
esta especie porque es omnivora y necesita de poca de Ciudad de La Habana se probaron insecticidas
cantidad de alimentos para sostener grandes organofosforados, carbamatos y piretroides, los
poblaciones. Se han utilizado insecticidas de cuales revelaron resistencia a malation,
diferentes grupos para su control, a los que han deltametrina y cipermetrinapero en general no
desarrollado resistencia. En la actualidad este se han realizado investigaciones profundas sobre
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este aspecto. El propésito de este estudio fue
conocer los niveles de ressicia y/o suscep-
tibilidad a los insecticidas en cepas de terreno
de la especi@lattella germanicgprocedentes

de Santiago de Cuba, asi como detectar los
mecanismos responsables de ésta.

METODOS

Para este trabajo se utilizaron 3 cepas de
Blattella germanicgL) colectadas en el terreno
en la ciudad de Santiago de Cuba (Distrito “Abel
Santamaria”, Bayamo y Distrito “26 de Juio”). Las
colectas se realizaron por medio de trampas segun
las normasde control de vectores; que consisten
en frascos de cristal de boca ancha con un
atrayente en gaterior, en el borde superior interno
una capa fina de vaselina y forrado exteriormente
con papel oscuro. Las trampas fueron colocadas en
sitios infestados de los locales seleccionados, y los
muestreos se realizaron con una periodicidad semanal.

Las cucarachas colectadas fueron enviadas
al Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”,
donde se mantueron en el insectario en
recipientes de cria a una temperatura apro-
ximada de 27 + 2C y una humedad relativa de
77 + 3 %; fueron alimentadas coienso de ratén
y aguaad libitum.

Las pruebas de resistencia y/o susceptibilidad
se realizaron por el método de aplicacién tépica en
abdomen sobre machos adultos con las
modificaciones que plante&cotty otros® Para
la determinacion de los niveles de resistencia se
emplearon 7 insecticidas: malatigAmerican
Cynamid, clorpirifos Dow Chemicg), pirimifos-
metil, propoxur Baye); cipermetrina y lambda-
cialotrina Zéneca Salud Publigay deltametrina
(AgrEvo) en grado técnico diluidos en acetona. Se
aplico 1 pL del insecticida por insecto y en los
controles UL de acetona. Se realizaron ensayos
con 3 réplicas (10 machos por réplica) por dosis.
La mortalidad fue registrada a las 24 h y estos
datos se analizaron en el programa computado-
rizadoprobit-log® Los valores de las dosis letales
fueron comparados con los de una cepa susceptible
de referencia.

Las pruebas bioquimicas se efectuaron para
detectar enzimas esterasas elevadas vy
acetilcolinesterasa modificada mediante los
métodos descritos pdPeiris & Hemingway’ y
Hemingwayy otros! respectivamente.

Para la preparacion de la muestra se emplea-
ron ninfas de primer estadio de cada cepa que
fueron colocadas en placas de microtitulacion. Las
ninfas fueron maceradas eni0de hufferfosfato
(0,01 m, pH 7,5).
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Para la deteccion de la actividad de la enzima
esterasa se utilizaron 20L del homogenato, se
adicionaron 20QuL del sustratd3 naftil acetato
(0,03 M), se incub6 a temperatura ambiente durante
15 min y después se afiadieron 40 de la
solucién reveladorddst blue0,03 gen 7 mL de
lauril sulfato de sodio 5 % + 3 mL de agua
destilada). La lectura de la densidad 6ptica (DO)
se realiz6 a 570 nm en uactor de ELISA
(Labsystems EMS Reader MIEos individuos
con valores de DO < 1,4 se consideraron que no
poseian el mecanismo de esterasa sobreproducidos
y por el contrario aquéllos con DO > 1,4
presentaban este mecanismo.

Para la determiacion de la enzima acetilcol-
inesterasa (Ache) normal ehibida se utilizaron
2 placas de microtitulacion. En una placa se midio
la actividad normal de la Ache (control) y en la
otra la inhibicion con propoxur. A cada placa se
le adicionaron 4QUL de homogenato, a una de las
placas se les afiadieronfl0de propoxur (0,01 M)

y se incubo dante 15 min. Se adicionaron a ambas
placas 2%L de acetiltiocolina iodada y 20_ de
acido 5-5 ditiobis 2 dinitrobenzoico. Después de
20 min la absorbancia se ley6 a 420 nm en un lector
de ELISA.

La actividad de la acetilcolinesterasa como
mecanismo de resistencia se determiné mediante
la férmula siguiente:

Actividad de la Ache
inhibida (placa 2)
—————— x 100 = Porcentaje de la actividad Ache
Actividad de la Ache en presencia del inhibidor.

normal (placa 1)

La frecuencia del gen R para las esterasas y
la acetilcolinesterasa se determiné mediante la
féormula siguiente (se asumié que la poblaciéon
estaba en equilibrio Hardy-Weinberg):

Frecuencia génica = 1-/ _ S
T

S = susceptibles
T =total de individuos analizados

RESULTADOS

Los niveles de resistencia detectados pnlda-
ciones deBlattella germanicase presentan en la
tabla 1 donde se muestran los valores de la
concentracion letal media (G).para 3 insecticidas
organofosforados (malation, clorpirifos y pirimifos-
metil), asi como el factor de resistencia (FR) para
cada insecticida en las diferentes cepas.
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Tabla 1. Toxicidad de 3 insecticidas organofosforados en cepBattella germanicapor el método de aplicacion tépica en abdomen

Insecticidas
Cepas Malation Clorpirifos Pirimifos-metil
pL  FR, P D F P QL FR, P
eRango) (x DE) (Rango) DE) (z (Rango) (x DE)
Distrito “Abel Santamaria” >10 >25 0,34 1,34 3,06 0,7 14,1 3,6
0,25- 0,45) (0,5) 0,54 -0,9) (0,98)
Bayamo >10 >25 0,42 1,62 2,18 1,24 24,8 2,94
(0,29- 0,58) (0,41) (0,96-1,7) (0,51)
Distrito “26 de Julio” >10 >25 0,27 1,03 2,41 1,12 22,4 2,79
(0,19- 0,37) (0,4) 0,86- 1,5) (0,51)
Susceptible 0,4 - 0,26 - 0,05 -

" No se calcularon los valores de pendiente porque no se pudo llegar g la DL
DL, dosis letal media expresada euy/cucaracha, FR factor de resistencia, P: pendiente.

Los valores de los factores de resistencia Tabla 2. Toxicidad de un insecticida carbamato en cepas de
obtenidos para malation en las cepas del distrito Blattella germanicapor aplicacién tépica en abdomen
“Abel Santamaria”, Bayamo y distrito “26 de Julio”

Insecticida
fueron superiores a 25X, pues no fue posible estimar Cepas Propoxur
una toxicidad exacta para el malation, que produjera DL FR P
50 % de mortalidad a la concentracién maxima (Rango) (= b5)
ensayada (10ug/cucaracha) en las cepas de  Distrito “Abel Santamaria” 0,39 1,84 1,3
Santiago de Cuba. (0,22- 0,6) (0.23)
, . . . . Bayamo 0,65 3,1 1,6
Se observé unincremento del nivel de resistencia (0,4- 0,96) (0.26)
a pirimifos-metil en las cepas de Bayamo yigtio Distrito “26 de Julio” 0,84 3,98 1,86
“26 de Julio” con un factor de resistencia de 24,8 y ) (0,59- 1,2) (0,29)
22 4x, repectivamente, resulté menos resistente  >USceptible 021 i
la Cep{’del dstrito “Abel Sa’\tamaria”(commrada DL, dosis letal media expresada qug/cucaracha, FR factor
con el resto de las cepas estudiadas) con un factor de resistencia, P: pendiente.
de resistencia 14,1x. En relacién con el insecticida
organofosforado clorpirifos el factor de resistencia En la tabla 3 se muestran los valores de la
oscilé cerca de 1, esto indicd que las 3 cepas eran concentracion letal media (G).para 3 insecticidas
sensibles. Las poblacionesBlattella germanica piretroides (cipermetrina, deltametrina y

probadas resultaron susceptibles a propoxur con |ambdacialotrina) y los factores de resistencia (FR)
valores de factor de resistencia entre 1,84 y 3,9 para cada uno de ellos en las 3 poblaciones
(tabla 2). estudiadas.

Tabla 3. Toxicidad de 3 insecticidas piretroides en cepaBlaltella germanicapor aplicacion tépica en abdomen

Insecticidas
Cepas Cipermetrina Deltametrina Lambdacialotrina
PL  FR P DL, FR, P DL, FR P
(Rango) (+ DE) (Rango) (+ DERango) (x DE)
Distrito “Abel Santamaria” >15 >306 >10 >250 19,2 213 0,77
(7,5- 24,9) (0,2)
Bayamo >15 >306 >10 >250 8,7 97 0,91
(4,43- 31,4) (0,21)
Distrito “26 de Julio” >15 >306 >10 >250 25,1 79 0,96
(10,2- 42,8) (0,28)
Susceptible 0,049 - 0,04 - 0,09 -

" No se calcularon los valores de pendiente porque no se pudo llegar g la DL
DL, dosis letal media expresada qug/cucaracha, FR factor de resistencia, P: pendiente.



Se detect6 resistencia a cipermetrina en todas
las cepas del oriente del pais: distrito “Abel
Santamaria”, Bayamo y distrito “26 de Julio” con
factores de resistencia obtenidos > 300, pues no
fue posible determinar la toxicidad del compuesto
gue produjera una mortalidad de 50 % a la maxima
concentracion probada (1gg/cucaracha).

El factor de resistencia para la deltametrina
fue superior de 250x en las cepas del distrito “Abel
Santamaria”, Bayamo y el distrito “26 de Julio”;
estos valores sefialan que existe una probada
resistencia a este insecticida, a pesar de no ser
utilizado para el control de vectores en Cuba. El
factor de resistencia para lambdacialotrina fue alto
y oscilo entre 79 y 213x, lo que indico niveles de
resistencia muy elevados a este insecticida.

En la tabla 4 se muestran las frecuencias de
genes expresados como fenotipos resistentes para
las enzimas acetilcolinesterasa (Ache) alterada y
esterasas inespecificas.

Tabla 4. Valores de frecuencia de genes para la acetilcolinesterasa
(Ache) y para las esterasas en 3 cepa8ldttella germanicade
Santiago de Cuba

Cepas Ache Esterasas
Distrito “Abel Santamaria” 0,04 (96) 0,73 (96)
Bayamo 0,02 (96) 0,99 (96)
Distrito “26 de Julio” 0(96) 196)

('): Namero de individuos utilizados en el ensayo.

La frecuencia de genes para esterasas resultd
alta en las 3 cepas, con valores de 0,73, 0,99y 1
para las cepas del distrito “Abel Santamaria”,
Bayamoy el distrito “26 de Julio”, respectivamente.
Mientras, en el estudio no se encontré acetilco-
linesterasa (Ache) modificada en la cepa del distrito
“26 de Julio”, y suna frecuencia muy reducida en
las cepas de Bayamo y del distrito “Abel Santamaria”.

DISCUSION

Quedo6 demostrado que la resistencia a
malation erBlattella germanicgrevalece, a pesar
de su poco uso en la actualidd&biegfried y
Scott?® en una cepa d@lattella germanica
probada con malatiaieterminaron que el factor de
resistencia fue 75 veces superior comparado con la
cepa susceptible y fue estida la CL>300 incluso
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después de largos periodos de tiempo fuera de
presion de seleccion. Resultados similares fueron
obtenidos en las 3 cepas orientales estudiadas, a
pesar de que no se habia aplicado malation desde
hacia mas de 10 afios, cuando fue el insecticida
mas usado, desde 1981 hasta 1986, en la campafia
de erradicacion del mosquithedes aegyptéen
Cubat*lo que evidencié que es muy dificil revertir

en el tiempo la resistencia a malation.

Entre los compuestos organofosforados,
pirimifos-metil (Actetllic) ha sido uno de los mas
utilizados en el control de insectos en Santiago de
Cuba. Existen pocos reportes de resistencia a este
insecticida en esta especie. En Cuba se conocen
los estudios realizados p@iaz y otros! que
coinciden con estos resultados, una cepa de
Blattella germanicgorobada con este insecticida
mostré mediano nivel de resistencia FR 13,2x.

En investigaciones previas sobre resistencia
al insecticida carbamato propoxaz y otros
en cepas dalattella germanicade Ciudad de
La Habana detectaron susceptibilidad a este
compuesto con un factor de resistencia de 1,8 y
3,4x. Este insecticida no es utilizado en el control
de vectores en Cuba y al parecer no presenta
mecanismos de resistencia similares a los
desarrollados por individuos de esta especie, frente
a otros insecticidas usados para su control. En
estudios recientes realizados en Cuba, propoxur
resulté eficaz en el control de poblaciones de
Blattella germanicaltamente resistentes a insec-
ticidas piretroides (datos no publicados).

El insecticida cipermetrina ha sido muy
utilizado en el control de insectos, y con intensidad
en el control de cucarachas en centros priorizados
por salud publica y otros de la provincia en estudio.
En los ultimos 3 afios se aplicaron en estos locales
diferentes insecticidas, principalmente piretroides,
y se mantuvieron las aplicaciones con cipermetrina
por mas de 6 meses, lo que provoco la seleccién
de mecanismos de resistencia a este insecticida
en la poblacién.

Resultados similares se encontraron en estudios
realizados pobDiazy otros en cepas dBlattella
germanicade 2 municipios de Ciudad de La
Habana, donde se observd resistencia a
deltametrinay cipermetrina. Coinciden ademas con
Scotty otros® que detectaron resistencia cruzada
a cipermetrina y deltametrina en cepas de esta
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especie. La cipermetrina se considera como
generador de resistencia a otros compuestos
piretroidest®

Se conoce, por datos aportados por el
Departamento Provincial de Control de Vectores
de Santiago de Cuba, que el insecticida deltame-
trina no ha sido utilizado en el control de cucarachas;
esto nos permite sugerir que, las cep&altella
germanica nunca antes expuestas a este
insecticida, se afectaron por la resistencia desarro-
llada por estas cepas frente a cipermetrina, que
fue el insecticida utilizado con preferencia durante
el afio en estudio.

En Cuba el insecticida lambdacialotrina ha
sustituido a cipermetrina en el control de insectos
como son las cucarachas, por lo que puede
afectarse su efectividad por la resistencia que ya
existe a cipermetrina. En los ensayos realizados
por Hemingwayy Small” en 30 poblaciones de
Blattella germanicaesistentes a cipermetrina y
a lambdacialotrina se obtuvieron variaciones del
nivel de resistencia, las cepas resistentes a
lambdacialotrina mostraron factores de resistencia
a cipermetrina de 2 a 67 veces mayor que las cepas
susceptibles, lo que corrobora la relacion que existe
entre los mecanismos de resistencia que brindan
protecciéon a este insecto frente a cipermetrina y
lambdacialotrina.

En los resultados del presente trabajo se
encontraron altos niveles de resistencia a
cipermetrina, lambdacialotrina y deltametrina en
las cepas estudiadas; esto sugiere que estan
actuando uno o varios mecanismos gue generan
resistencia cruzada o multirresistencia a este grupo
de insecticidas, es necesario entonces realizar
estudios mas profundos para dilucidar esta
interrogacion.

Se ha demostrado que la destoxificacién
metabdlica es significativamente alta en cepas de
Blattella germanicamuy resistentes a malation;
en estudios realizados con pruebas por aplicacion
topica, éstas indicaron que tanto la penetracion del
producto como su excrecion ocurre de forma muy
rapida® por lo que se puede sugerir que la
resistencia a malation en las cepas estudiadas se
debe principalmente a mecanismos de
destoxificacion metabdlica y la excrecién rapida
del toxico. Sin embargo, en ensayos realizados en
4 cepas deBlattella germanica de Malasia se

atribuyd la resistencia a malation a una acetilco-
linesterasa modificad4.

De los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas realizadas, se puede concluir que la
presencia de esterasas elevadas en las cepas de la
provincia Santiago de Cuba podria estar asociada
con los altos niveles de resistencia a malation 'y a
los compuestos piretroides (cipermetrina,
deltametrina y lambdacialotrina) obtenidos en este
trabajo, lo que coincide con los resultados obtenidos
por Hemingwayy otros?° que encontraron
esterasas inespecificas incrementadas en 11 cepas
resistentes a insecticidas piretroides. En relacion
con la resistencia a malatioRrabhakarany
Kamblé! reportaron como mecanismos de resis-
tencia a insecticidas organofosforados y carba-
matos, los efectos combinados de oxidacion
incrementada e hidrdlisis enzimatica.

En las investigaciones de los autores del
presente trabajo las cepas fueron susceptibles al
insecticida organofosforado clorpirifos. Algunos
autores plantean que las esterasas inespecificas
incrementadas son las responsables de la
resistencia a este insecticidacharfy otrog?
demostraron que la esterasa E2 fue la responsable
de la resistencia a clorpirifos cuando se presioné
una cepa délattella germanicacon este insec-
ticida; con los resultados del presente trabajo se
demuestra que las esterasas inespecificas elevadas
no afectan la sensibilidad a este téxico en las 3
cepas estudiadas.

Se encontré también susceptibilidad al
carbamato propoxur. Respecto a los mecanismos
gue se encuentran involucrados en la resistencia a
propoxur se encuentran opiniones diversas.
Siegfriedy Scott® reportaron que la sensibilidad
de la acetilcolinesterasa a inhibirse por los
compuestos organofosforados y carbamatos, no es
un factor determinante en los niveles de
susceptibilidad en cucarachas. Se@iegfriedy
Scotf® en muchos insectos y acaros de importancia
médica, veterinaria y agricola la enzima Ache tiene
una importante significacién toxicologica porque
es facilmente inhibida por insecticidas organo-
fosforados y carbamatos. Bhattella germanica
el papel de la Ache en la resistencia a organo-
fosforados y carbamatos no esta esclarecido, de
acuerdo con este planteamiento la resistencia a
estos insecticidas en Blattelg@ermanicano



aparece asociada con una acetilcolinesterasa
modificada porque ésta no posee la plasticidad
genética necesaria para que la modificacion ocurra,
o al menos es relativamente baja su frecuencia de
aparicion; por esta razon se sugieren los procesos
metabolicos como los responsables de la resistencia
a insecticidas organofosforados y carbamatos.
Estos mismos autorésplantearon que la
resistencia a este insecticida se debe principalmente
ala disminucion en el rango de penetracion cuticular
y el metabolismo incrementado. En estudios
realizados sobre purificacion y caterizacion de
enzimas esterasas en cepa8#dtella germanica
susceptibles y resistentes, se detecté que la
resistencia a clorpirifos y propoxur es por causa
del incremento en la produccién de esteras® E6.
Sin embargoHemingwayy otro$® demostraron
gue la segregacidon de una acetilcolinesterasa
alterada confiere un amplio espectro de resistencia
a insecticidas organofosforados y carbamatos, de
igual forma en cepas colectadas en Malasia se
encontro la acetilcolinesterasa insensible
responsable de la resistencia a malatibns altos
niveles de resistencia a piretroides detectados en
las 3 cepas pueden relacionarse con la actividad
incrementada de esterasas o por la insensibilidad
del nervio, mecanismo de resistencia tipo kdr que
resulta de la presién de seleccion continuada con
insecticidas; esto ocasiona la resistencia cruzada
entre diferentes piretroides o la destoxificacion
metabdlica combinada con la resistencia tipo kdr
gue puede conferir altos niveles de resistencia a
piretroides:t’

Teniendo en cuenta los niveles de resistencia
encontrados en las poblaciones Hiattella
germanicaes necesario desarrollar estrategias
para el control de la resistencia con vistas a lograr
un control efectivo de esta especie. Para este
propdsito se deben realizar pruebas de efectividad
en el terreno que permitan evaluar la eficacia de
los insecticidas, asi como vigilar la aparicion y el
desarrollo de resistencia a éstos en el tiempo. En
la seleccidn del insecticida adecuado para el control
de la cucaracha alemana es importante desarrollar
investigaciones, con el objetivo de conocer los
mecanismos involucrados en la resistencia a éstos
en las cepas cubanas de la espdiattella
germanica se debe tener en consideracion que
son los mecanismos de destoxificacion metabdlica
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un factor importante en la resistencia a insecticidas
en estos insectos plagas.

SUMMARY

A study was conducted on the level of resistance to seven
insecticides, namely, 3 organophosphate compounds (malathion,
chlorpirifos and pirimifos-metyl); one carbamate (propoxur)
and 3 pyrethroids (cypermetrine, deltametrine and lambda-
cialotrine) of three field-collected strains &latella germanica
(Linnaeus, 1767) from Santiago de Cuba. These strains showed
high resistance levels to malathion, cypermetrine, deltametrine
and lambdacialotrine and low resistance to pirimifos-metyl, and
also they were susceptible to chloripirifos and propoxur. The
levels of resistance to tested organophosphate insecticides such
as malathion and pirimifos-metyl and to pyrethroid compounds
like cypermetrine, deltametrine and lambdacialotrine may be
related to the increased production of estereases as a mechanism
of resistance. The value of frequency of the resistant genes for
enzime acetylcholinesterase was very low, therefore, the modified
acetylcholinesterase is not involved in resistance to insecticides
tested in the studied strains from Santiago de Cuba.

Subject headings INSECTICIDE RESISTANCE; ORTHOP-
TERA, INSECTICIDES, ORGANOPHOSPHATE; INSEC-
TICIDES, CARBAMATE; PYRETHRINS.
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