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RESUMEN

El uso de malation para el control de mosquitos en Cuba durante 7 afios hasta 1986 selecciond 2 mecanismos de resistencia, el
de elevada actividad de esterasas no especificas y la acetilcolinesterasa alterada (&cthe} goninquefasciatugSay). En La

Habana, especificamente en el area de estudio (Rio Quibl), el malation fue reemplazado por cipermetrina en 1987, y ciclos de
tratamiento con cipermetrina han sido usados desde 1987 hasta la fecha en forma de radiobatida cuando se incrementan las
poblaciones déedeso Culex.En Culex quinquefasciatu$Say) del Rio Quibu, los niveles de resistencia declinaron significativamente

desde 1986 hasta 1997, sobre todo a malation, no resulté asi para los piretroides, donde se observé un incremento de la
resistencia durante este periodo de 11 afios. EI mecanismo de esterasas elevadas se incrementd a una frecuencia de 1 al igual qu
hubo un incremento en la frecuencia del mecanismo de Ache. Hasta 1986 se seleccion6 en esta poblacién la esterasa B1,
responsable de la resistencia a malation, pero no a piretroides. A partir del uso de piretroides para el control eneesta area s
seleccionaron 2 nuevos fenotipos de esterasas, nombradas A6 y B6, en apariencia relacionadas con la resistencia a piretroides.

Descriptores DeCS:INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS; ESTERASAS; ACETILCOLINESTERASA; RESISTENCIA

A INSECTICIDA.

Eluso prolongado y sostenido de malation durante
la campafa de erradicacion deédes aegypti
(Linneaus) en Cuba, favoreci6 el reemplazo de este
mosquito por otro no menos peligrooulex
quinquefasciatusen zonas urbana€x. quinquefas-
ciatuses unimportante vector déliariasis de Bancrofti,

y desempefia un papel importante en la transmision
de algunas encefalifid€s una de las especies de
mosquito mejor adaptada a las mas diversas
condiciones y modalidades del habitat huntano.
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Los insecticidas organofosforados han sido
usados contra especies@ldexen muchos paises,
y el mecanismo basado en la elevada actividad de
esterasa ha sido el predominantemente seleccio-
nado. Ambos mecanismos de resistencia, basados
en una alta actividad de esterasas y ace-
tilcolinesterasa alterada, han sido seleccionados por
la presion de los organofosforados soidex
pipiensen Francia e Italia €x. quinquefasciatus
de Cubd:>®



En Cuba el malation fue usado como larvicida
y en forma de rociado espacial por 7 afios hasta
1986. El desarrollo de resistencia ha conducido a
realizar ciclos alternativos de cipermetrina y malation
y cipermetrina sola en el area central de La Habana
en 1987 A principios de 1990 se realizaron
bioensayos con permetrina y cipermetrina en
poblaciones de€Cx. quinquefasciatuen la zona
central de La Habanay esto sugiri6 que la resistencia
a piretroides estaba comenzando a desarrollarse.

En este trabajo se siguid la evolucion de la
resistencia a insecticidas organofosforados y
piretroides enCx. quinquefasciatudurante un
periodo de 11 afios, se compararon los afios 1986
y 1997, y se midieron los cambios en la frecuencia
de los mecanismos de resistencia, asi como el tipo
de esterasa seleccionada en poblaciones bajo
diferentes presiones de seleccién con insecticidas.

METODOS
Cepas

BLEUET: cepa susceptible de referencia,
colectada poRioux and Pecly suministrada por
Raymoncden 1986.

QUIBU: Una cepa obtenida de la misma area
en 1986 y otra colectada en 1997.

Los niveles de resistencia en la cepa QUIBU
fueron comparados con la poblacién susceptible
BLEUET por los bioensayos en larvas. Las larvas
de IV estadio fueron expuestas a insecticidas por el
método de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)?® Cada insecticida y las soluciones de
acetona fueron adicionadas para dar las
concentraciones requeridas para el ensayo.

La accidn de 2 sinergistas, SSS tributyl
phosphorotrithioate (DEF) y piperonyl butoxide
(PB) fueron investigados mediante la exposicion
de las larvas de cuarto estadio a 0,008 mg/L de
DEF o 5 mg/L de PB durante 4 h previo a la adicion
de la solucién del insecticid@No existio mortalidad
a estas concentraciones del sinergista solo.

Para los bioensayos se realizaron 5 réplicas (20
larvas por réplica) para 5 dosis, que provocaron
una mortalidad entre 2 y 98 %. La concentracion
final de acetona en las soluciones de prueba fue
siempre ajustada a 1 % del volumen final de la
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prueba. Esta concentracion de acetona no causo
mortalidad en los controles. El andlisis de regresién
de las lineas de los bioensayos se realiz6 con el
programaprobit log*

La acetilcolinesterasa insensitiva (Ache) fue
ensayada en insectos individuales después que
fueron centrifugados los homogenatos a 12¢)00
por el método ddemingwayy otrost? La actividad
de Ache en la fraccion normal e inhibida fue leida
20 min después de comenzar la reaccién a 420 nm.
La actividad de las esterasas se determino
individualmente en larvas segun el métodBeias
& Hemingwayt3

Se determiné la frecuencia de genes de
resistencia para ambos mecanismos, el de esterasas
y el de Ache alterada segun la férmula de equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Electroforesis

Se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) para la identificacion de las esterasas.

- Bufferdel gel: 0,1 mol tris borato/EDTBuffer
pH 8,6.

- Bufferde corrida: 0,1 mol de tris borato/EDTA
pH 8,0.

- No se utiliz6 gel concentrador, solo un gel de
corrida a un porcentaje de 7,5. Se aplicaron 10 uL
de muestra + 10 uL del indicador redox
bromofenol azul (0,5 % diluido en sacarosa 5 %).
La corrida se realiz6 a 200 V durante 1 h
aproximadamente.

- Para la tincion se sumergieron los geles en 50 mL
debufferfosfato, conteniendo 4 mL de cada uno
de los sustratos inespecificos de las esterasas
(a-naftil acetato y deB3-naftil acetato) y se le
afiadié 0,5 g del coloranfast-blueRR. El gel
se sumergio en acido acético 10 % para fijar la
coloracién de las bandas.

RESULTADOS

Se analizaron los niveles de susceptibilidad
0 resistencia a insecticidas, organofosforados,
piretroides y un carbamato &x. quinquefas-
ciatusprocedente del Rio Quibu. Para el célculo
del valor delfactor de resistencidFR,), se
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utilizaron los valores de Gl de la cepa déx. quin-
guefasciatusde referencia BLEUET.

Como se muestra en la figura 1, la resistencia a
los insecticidas organofosforados decliné en el
periodo comprendido entre 1986 y 1997,
principalmente a malation, declinando de un valor
de FR, de 94 x en 1986 a 23,6 x en 1997. La
resistencia a malation disminuy0, pero aun se
mantienen los genes de la resistencia a este
insecticida en las poblaciones@g. quinquefas-
ciatusdel Rio Quibda.

Factor de resistencia (ER )

En 1986 no se observé resistencia a pirimifos
metil (1x), pero decliné aln mas su valor hasta 0,2 x.
También se observo una disminucion de la resistencia
al insecticida organofosforado temefos (de 6,0 x a
1,3 x) y al carbamato propoxur (4,4 a 3,14 x).

Un comportamiento diferente se observé en este
periodo con respecto a los piretroides. Como se obser-
vaen lafigura 2, hubo un incremento de la resistencia
a los 3 piretroides evaluados. Se incrementd lar esisten-
cia a permetrinade 1,7 xa 10,33 x, a cipermetrina
de 1,2xa 14,4 xy alambdacialotrina de 5,0 x a 28 x.
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Fig. 1.Variacién del factor de resistencia
para los insecticidas organofosforados
(malation, pirimitos metil y abate) y un
carbamato (propoxur), calculados en
1986y 1999, eGulex quinquefasciatus,
procedente del Rio Quibu.

Fig. 2. Variacion del factor de resistencia
(FR,) para los insecticidas piretroides
(permetrina, cipermetrina y lambdacia-
lotrina), calculados en 1986 y 1997®&n
quinquefasciatuprocedente del Rio
Quibd.
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Para determinain vivo el mecanismo de
resistencia de las oxidasas de funcién multiple, se
utilizo el sinergista butoxido de piperonilo (PB) y
se calcul6 el valor delactor de sinergism@FS)
para cada insecticida, comparando la Chtenida
al aplicar el sinergista con la Clobtenida sin
aplicar este.

Como se observa en la tabla 1, el valor del FS
resultd menor que 1 para todos los insecticidas
organofosforados y carbamatos y mayor que 1 para
los insecticidas piretroides, por lo que se infiere
gue el mecanismo de oxidasas de funcién maltiple
no desempefia una funcion importante en la
resistencia observada en la cepa QUIBU, 1997, a
los insecticidas organofosforados malation y
temefos, pero si interviene en la resistencia
observada a los piretroides.

TABLA 1. Valor del factor de sinergismo (FS), calculado para 3
insecticidas organofosforados (malation, pirimifos metil y temefos), 3
piretroides (permetrina, cipermetrina y lambdacialotrina), y un
carbamato (propoxur) e@x. quinquefasciatuprocedente del Rio
Quibu, 1997, con la utilizacion del sinergista PB.

Insecticida CL50 (ppm) FS b
Malation 4,72 04 181
Pirimifos metil 0,13 0,17 3,0
Temefos 0,019 0,68 4,98
Propoxur 2,19 0,38 243
Permetrina 0,056 1,66 49
Cipermetrina 0,0029 4,48 1,80
Lambdacialotrina 0,00017 16,47 0,83

“ Valores de la pendiente de la linea de regresion probit-log.

Se determind la variacion de la frecuencia de

los mecanismos de resistencia de esterasas y

acetilcolinesterasa entre los afios 1986, 1990 y 1997
(tabla 2), con la utilizacién como cepa de referencia
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la cepa BLEUET. Como se muestra en la tabla 2,
hubo una declinacion entre 1986 y 1990 y un
incremento tanto en la frecuencia del mecanismo
de esterasas, como del mecanismo de Ache alterada
entre 1990 y 1997.

TABLA 2. Cambios en la frecuencia de los mecanismos de resistencia
de esterasas inespecificas y acetilcolinesterasa alterada en el periodo
comprendido entre los afios 1986 y 199 Cermuinquefasciatugel

Rio Quibu

Afio Acetilcolinesterasa alterada Esterasas inespecificas
1986 0,24 (90) 0,85 (90)
1990 0,14 (90) 0,62 (90)
1997 0,4 (96) 1,0 (96)

Hasta 1986 se seleccion6 en la poblacién de
Cx. quinquefasciatudel Rio Quibl una esterasa
denominada B1 (fig. 3), sin embargo después que
se comenzaron a utilizar piretroides para el control
en esta area, aparecieron 2 nuevos tipos de
esterasas, clasificadas de acuerdo con su movilidad
electroforética y su especificidad por sus sustratos
o y B naftil acetato, como esterasas (Est) A6y
B6 (fig. 4).

we obl dou.

Fig. 3. Patrones de esterasas observadas en una pobladiarecte
quinquefasciatudel Rio Quibu (esterasa B1), en el afio 1986.

B1l

A6

Fig. 4.Patrones de esterasas observadas

B6 en una poblaciéon d€ulex quinque-
fasciatusdel Rio Quibu (esterasas B1-
A6-B6), en el afio 1997.
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DISCUSION

En 1986 hubo un incremento de las densidades
deCx. quinquefasciatusn areas urbanas de Cuba
a pesar del tratamiento de estas poblaciones con
insecticidas, y se demostré la presencia de resistencia
a malation en 2 poblaciones de campGxlequin-
guefasciatuscolectadas del campo en Provincia
Habana, donde se observo resistencia cruzada a
temefos y propoxur, este Ultimo no utilizado para el
control de mosquitos en Cub&Se demostré
ademas que la resistencia estaba dada por la
presencia de 2 mecanismos de resistencia, el de
elevada actividad de esterasas inespecificas y la
acetilcolinesterasa alterada (Ache).

En 1986 el malation fue reemplazado por
piretroides para el control déx. quinquefas-
ciatusen Cuba y en 1990 se observ6o en 5
poblaciones d€x. quinquefasciatude Ciudad
de La Habana la presencia de ambos mecanismos
de resistencia; aunque hubo una declinacién en
su frecuencia comparada con el afio 1986.
1997 la frecuencia de esterasas elevadas se
increment6 aun mas a un valor de 1, lo que puede
estar asociado con los nuevos fenotipos presentes
(Est A6 y B6), ademas del fenotipo de Est B1
gue se reportd en 1986.

La correlacion entre la actividad de esterasas y
la resistencia a los compuestos organofosforados
esta bien documentadé***Han sido reconocidas
8 esterasas e@ulex como responsables de la
resistencia a insecticidas organofosforados, basado
en su movilidad electroforética y en su preferencia
por hidrolizarx of3 naftil acetatd’**Se demostro
gue los altos niveles de resistencia conferidos por
las esterasas B, en cepas resistentes a
organofosforados, estaban relacionados con una
superproduccion de la enzima, como resultado de
la amplificacion genétic.

A pesar de los trabajos Abernathyy Casid&®
y Joaoy Casida?* donde se demostré una pobre
asociacion entre la resistencia a los piretroides y el
mecanismo de las esterasas, los altos valores de
sinergismo observados al aplicar DEF en este trabajo
y de acuerdo con otros resultados obtenidos en
cepas de Provincia Habattapas la poca afectacion
gue tuvieron los piretroides cuando solo se habia
seleccionado en Cuba en 1986 el gen de la estera-
sa B1 para la resistenciayidencian la aparicion de

un nuevo mecanismo e@x. quinquefasciatus,
asociado con la resistencia a piretroides.

La esterasa Bl observada &@x. quin-
guefasciatusde Cuba no genera resistencia
cruzada a piretroidégero aparentemente son los
nuevos fenotipos de esterasas A6y B6, por si solos
0 asociados con la esterasa B1, los que generan
resistencia cruzada a los piretroides.

Los datos de este trabajo indican que la
resistencia a piretroides en el Quibu, La Habana,
no es todavia un problema serio. Por lo tanto a
través de un cuidadoso uso regulado, la vida util
de los piretroides en Cuba podria prolongarse
indefinidamente. La presencia de la alta fre-
cuencia de 2 mecanismos de resistencia a
organofosforados, 11 afios después de detener
el uso de los tratamientos con malation, significa
gue no es facil revertir a las aplicaciones con
malation para eliminar la resistencia a los
piretroides. Sin embargo pirimifos metil es
relativamente no afectado por los mecanismos
de resistencia a malation, aun cuando los
factores de resistencia han sido seleccionados
cerca de su fijacion. Teniendo en cuenta que
pirimifos metil es también completamente efec-
tivo contra la resistencia a piretroides@®n quin-
guefasciatusde Cuba, este insecticida podria
ser apropiado para su usoO en un esquema
rotacional de control de la resistencia.

SUMMARY

The use of malathion to control mosquitoes in Cuba during 7 years
until 1986 selected 2 resistance mechanisms: that of elevated activity
of nonspecific esterases and that of altered acetylcholinesterase
(Ache) in Culex quinquefasciatugSay). In Havana, specifically

in the area under study (Quibu River), malathion was replaced by
cypermethrin in 1987 and cycles of treatment with cypermethrin
have been intensively used since 1987 up to now when the
populations of Aedesor Culex increase. InCulex quin-
quefasciatug(Say) from the Quibu River the resistance levels,
mainly to malathion, declined significantly from 1986 to 1997.
An increase of resistance to pyrethroid was observed during that
period of 11 years. The mechanism of elevated esterases rose to
a frequency of 1 and there was also an increase in the frequency
of the mechanism of Ache. The esterase B1, responsible for
the resistance to malathion, but not to pyretrhroid, was selected
in this population until 1986. Starting from the use of pyrethroid
for the control in this area, 2 new phenotypes of esterases
named A6 and B6, apparently related to pyrethroid resistance,
were selected.

Subject headings:INSECTICIDES, ORGANOPHOSPHATE;
ESTERASES, ACETYLCHOLINESTERASE; INSECTICIDE
RESISTANCE.
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